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RESUMEN

INTRODUCCION: La hiperglucemia presente en la diabetes mellitus se ha asociado con
patologias éseas como la osteoporosis; la cual se caracteriza por perdida de la densidad
mineral, por un incremento de fracturas y por la alteracion en el metabolismo 6seo. Se ha
demostrado que las altas concentraciones de glucosa afectan el proceso de
biomineralizaciéon al reducir la calidad del mineral, incrementar su formacion y alterar la
actividad de la fosfatasa alcalina en osteoblastos de humano, lo que puede repercutir
directamente en el desarrollo de osteopatias asociadas a diabetes. En este sentido se han
buscado tratamientos que puedan contrarrestar los efectos perjudiciales de la alta glucosa
en osteoblastos y en el tejido éseo. Se ha propuesto que el enriquecimiento dietético con
la relacion adecuada de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) w-6 y w-3 (también
llamados n-6 y n-3) tienen efectos benéficos para la salud 6sea, de entre los cuales los
mas importantes con respecto a la salud del hueso son el acido araquidénico (AA) que
representa a los AGPI n-6 y el acido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA)
como representantes de los AGPI n-3. En este sentido, se ha reportado que el DHA
puede elevar o conservar la densidad mineral del hueso e inducir la maduracion de los
osteoblastos, reducir su apoptosis y la necrosis del tejido 6seo, mientras que el AA puede
reducir la apoptosis de los osteoblastos e inducir la translocacién de factor de
transcripcion RUNX2 involucrado en la actividad osteoblastica, sin embargo también
puede promover la resorcion 6sea a través del incremento de prostaglandina E2 (PGE2) y
citocinas pro-inflamatorias. Debido a esto consideramos que los AGPI DHA y AA podrian
contrarrestar los efectos negativos de la alta glucosa en osteoblastos. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los AGPI DHA y AA en las alteraciones
provocadas por altas concentraciones de glucosa en el proceso de biomineralizacién en
osteoblastos de humano. MATERIAL Y METODOS: se cultivaron in vitro células
osteoblasticas humanas con niveles fisioldgicos de glucosa (5.5mM) y niveles altos de
glucosa (24mM) y se trataron con dos concentraciones de DHA o AA. Para determinar el
efecto de estos acidos grasos en el proceso de biomineralizacion: i) se determind la
formacion de nodulos de mineralizacién, a través de la tincién con alizarina roja y
microscopia electronica de barrido y se cuantificé la concentracion de calcio depositado
en cultivo ii) se midi6 la actividad especifica de la fosfatasa alcalina en proteinas totales a
través del uso de pNPP como sustrato iv) se determiné la produccion intracelular de
especies reactivas de oxigeno por citometria de flujo y espectrofluorometria y v) la
concentracion extracelular de nitritos con el reactivo de Griess. RESULTADOS: los
resultados mostraron que la alta concentracion de glucosa incrementa la cantidad de
nodulos de mineralizacion, alteran su distribucion en cultivo e incrementa el calcio
depositado, en contraste cuando fueron tratadas con DHA o AA bajo las mismas
condiciones observamos que la formacion de nodulos, la cantidad de calcio y la
distribucion de los cristales fue similar al grupo con normo-glucosa a los 14 y 21 dias. Con
respecto a la actividad especifica de la fosfatasa alcalina observamos que la alta glucosa
altera su actividad incrementandola a los 7 dias y disminuyéndola drasticamente a los 14
dias, sin embargo ninguno de los acidos grasos contrarresto este efecto. Con respecto a
la produccion de ERO, la alta glucosa incremento su produccién de manera muy marcada,
en contraste cuando las células fueron tratadas con ambos acidos grasos bajo las mismas




condiciones de glucosa, observamos una disminucion muy significativa de manera similar
a como lo hizo el antioxidante Trolox. Cuando determinamos las concentraciones de
nitritos observamos que la alta concentracion de glucosa inhibe su produccién pero
cuando se trataron las células con ambos acidos grasos observamos un incremento.
CONCLUSIONES: el DHA regula la formacion de los nédulos de mineralizacion y el
metabolismo de los osteoblastos ya que normaliza la formacion y distribucion de la matriz
mineral y del calcio depositado en cultivo, disminuye las ERO similar a como lo hace el
antioxidante e incrementa la produccion de nitritos. En otro sentido el efecto del acido
araquidénico aun no es claro, ya que parece tener efecto sobre las alteraciones en la
formacion de mineral y las alteraciones metabdlicas provocadas por niveles elevados de
glucosa al regular la formacién y distribucién de los cristales de hidroxiapatita y la
deposicion de calcio, ademas de inhibir de manera importante las ERO e incrementar la
produccion de nitritos, sin embargo podria intensificar los efectos adversos de niveles
elevados de glucosa con respecto a la calidad del mineral ya que aumenta de manera
importante la actividad de la ALP. En general ambos acidos grasos tienen efectos sobre la
biomineralizacion y el metabolismo de los osteoblastos en condiciones de alta glucosa, sin
embargo los efectos del DHA son mas alentadores con respecto a su utilizacion como un
futuro tratamiento para tratar la osteopatia diabética.




1. INTRODUCCION

1.1. La Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por aumento
cronico en los niveles de glucosa (hiperglucemia) debido a una deficiencia absoluta o
relativa de insulina y por la alteracion en el metabolismo de los lipidos carbohidratos y
proteinas (Ying-Ying et al., 2012; Triana-Mantilla, 2001).

La DM es considerada como una epidemia en muchos paises. En el mundo existen
alrededor de 387 millones de personas diabéticas representando el 5.1% de la poblacion
mundial y tan solo en México se tienen diagnosticados 9 millones personas diabéticas,
equivalente al 7.5% de la poblacién nacional (IDF, 2014), convirtiéndose en una de las
principales preocupaciones del sector salud ya que ademas representa la segunda causa
de muerte en nuestro pais. La DM aumenta el riesgo de desarrollar otros problemas de
salud que pueden provocar una discapacidad o la muerte (IDF, 2014), como cardiopatias,
retinopatias, neuropatias, osteopatias, falla renal y amputaciéon de las extremidades
(Hernandez-Avila et al., 2013).

1.1.1. Tipos de DM
De acuerdo con la asociaciéon americana de diabetes esta enfermedad se clasifica en:

e Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1): representa sélo del 5 al 10% de las personas
diabéticas. Es ocasionada por la destruccion de las células B pancreaticas y se
caracteriza por la deficiencia absoluta de insulina y por cetoacidosis. Esta

categoria se subdivide en dos grupos:

o Diabetes autoinmune: caracterizada por la destruccion de las células  del
pancreas, a la presencia de auto-anticuerpos para la insulina, para la
glutamato descarboxilasa (GAD) y para las tirosina fosfatasas I1A-2 e IA-2b
en un 85-90% de los casos y también se asocia a genes del antigeno
leucocitario humano (ALH) incrementando la respuesta autoinmune y

puede desarrollarse debido a factores ambientales aun no definidos.

o Diabetes idiopatica: Puede presentarse insulinopenia permanente,
cetoacidosis episddica, no se sabe que lo causa, carece de marcadores de

autoinmunidad para las células 3 y no tiene asociacion con ALH.




e Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): representa del 90-95% de las personas con
diabetes, se caracteriza por una deficiencia relativa de insulina. La mayoria de los
pacientes con este tipo de diabetes son obesos, lo cual provoca resistencia a la

insulina.
e Otros tipos especificos de diabetes

o Defectos genéticos de la célula B: se caracteriza por la apariciéon de
hiperglucemia a una edad temprana y por la produccién de insulina

deteriorada con efectos minimos o nulos.

o Problemas pancreaticos: cualquier proceso que dafia de forma difusa el
pancreas puede causar diabetes tales como pancreatitis, trauma, infeccion,

etc.

o Endocrinopatias: Varias hormonas (p.e. la hormona del crecimiento,
cortisol, glucagén y epinefrina) pueden antagonizar la accién de la insulina.
cantidades excesivas de estas hormonas puede causar diabetes. Se
produce en individuos con defectos preexistentes en la secrecion de
insulina y la hiperglucemia generalmente se resuelve cuando los niveles de

la hormona antagonista regresa a su estado basal.

e Diabetes mellitus gestacional: inicia durante el embarazo, se presentan las mismas
anomalias fisiolégicas que caracterizan a la DMT2. Las mujeres con este tipo de
diabetes tienen un alto riesgo de permanecer con la enfermedad después de la

gestaciéon (Buchanan y Xiang, 2005).

1.2. Sistema 6seo

El hueso es un o6rgano altamente dinamico y especializado constituido por una matriz
extracelular organica formada principalmente por proteinas colagenas de tipo | y proteinas
no colagenas de las cuales destacan la sialoproteina 6sea (BSP), la osteocalcina (OCN) y
la proteina morfogenética 6ésea (BMP) por su participacion en la formacién de hueso.
(Bellido et al., 2014), esta matriz organica se combina con una matriz inorganica
mineralizada que le confiere rigidez, compuesta en su mayoria por cristales de

hidroxiapatita (HAP: Cas (PO,);(OH)). Ademas, en el hueso se encuentran diversos tipos




celulares como los osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células del revestimiento las
cuales son especificas de este tejido. Este érgano cumple funciones de soporte,

estructurales y metabdlicas (Eijken, 2007).
1.2.1. Remodelacion ésea

El hueso depende de una reparacion constante denominada remodelacion dsea, que se
basa en la accidén de las poblaciones de células de resorcion (osteoclastos) y formacion
(osteoblastos) con el fin de reemplazar el hueso viejo por hueso nuevo y asegurar asi la
integridad del esqueleto. Esta secuencia es altamente regulada por factores locales y
sistémicos ya que un desequilibrio significaria la pérdida 6sea acelerada o sindromes de
compresion (Eriksen, 2010). El remodelado éseo tiene lugar en la Unidad Basica
Multicelular (BMU), que la conforman los osteoblastos, osteoclastos, osteocitos, células
del revestimiento y la cavidad de remodelado. Este proceso puede durar unos 200 dias
hasta la formacion completa de matriz mineral (Eriksen, 2010) y consta de cuatro etapas:

activacion, resorcion, invasion y formacién (Fig. 1.).

La etapa de activacién comienza con la estimulacién del osteocito que secreta citocinas
como interleucina 6 (IL-6) e interleucina 3 (IL-3), hormonas como la paratohormona (PTH),
el factor de crecimiento de insulinico (IGF), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
factores estimulantes de colonias como el factor estimulante de colonias de macrofagos
(M-CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (MG-CSF) y el
ligando del receptor activador del factor nuclear (RANK-L). Estos factores inducen la

maduracién y fusién de los pre-osteoclastos formando a los osteoclastos maduros.

La etapa de resorcion comienza cuando los osteoclastos se fijan al hueso y comienzan a
reabsorber la matriz mineral a través de la secrecidon de hidrogeniones (H*) y de iones de
CI' que facilitan la disolucion del mineral y crea las condiciones de pH ideales para la
acciéon de las enzimas lisosomales que disuelven la matriz organica. Tras finalizar su
funcién, los osteoclastos entran en apoptosis y dejan una cavidad denominada espacio de
Howship, la cual puede variar entre 40 y 60um de profundidad (Bellido et al., 2014;

Olmos-Martinez y Gonzales-Macias, 2010).

Posteriormente comienza la etapa de invasion por células mononucleares de tipo
macrofagico que limpian la cavidad fagocitando los restos celulares y minerales y forman
la linea de cementacion sobre la que se depositara el hueso nuevo (Olmos-Martinez y

Gonzales-Macias, 2010).




Una vez que el espacio se encuentra listo comienza la maduracién de los pre-
osteoblastos inducida por factores de crecimiento como el factor de crecimiento similar a
la insulina 1 (IGF-I) y el factor de crecimiento transformante 38 (TGF-) secretados por los
osteoclastos durante la resorcion. Cuando los osteoblastos estan maduros sintetizan y
depositan la matriz organica constituida principalmente por colageno tipo 1 vy
posteriormente secretaran la matriz mineral constituida principalmente de cristales de
fosfato de calcio que forman la hidroxiapatita y proteinas como la OCN y BSP, las cuales
se encargan de fijar las moléculas de fosfato de calcio a la matriz organica. Una vez que
esta etapa finaliza, alrededor de la mitad de los osteoblastos se transforman en
osteoblastos de superficie (células del revestimiento), o bien, pueden quedar enterrados
en el hueso, transformandose en osteocitos que expresan moléculas especificas como la
proteina de la matriz de la dentina 1 (DMP1), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
esclerostina, que controlan la formacion de hueso y el metabolismo del fosfato (Eriksen,
2010; Eijken, 2007; Olmos-Martinez y Gonzales-Macias, 2010).
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Fig. 1. Remodelado 6seo. Resumen de cada una de las etapas ocurridas en el proceso de remodelado 6seo.



1.2.2. Diferenciacion osteoblastica

La diferenciacion y proliferacion de los osteoblastos depende de los factores de
transcripcién Osterix y Runx2 que regulan la proliferacion celular y la expresién de los
genes que codifican para proteinas asociadas a la mineralizacién (OCN y BSP), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), RANK-L y proteina de la matriz esclerostina.
Ademas depende también de factores paracrinos y endocrinos como: BMP, factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el IGF, factores
angiogénicos como la endotelina-1, hormonas como la PTH y prostaglandinas (PG)
(Eijken, 2007).

La accion de la PTH y BMP estan estrechamente asociada con la activacion de la via de
sefalizacion Wnt, la cual promueve la diferenciacion de osteoblastos a partir de
progenitores mesénquimales, lo que conduce a una mejora de hueso, mientras que la

supresion provoca la pérdida ésea (Eijken, 2007; Bedillo et al., 2014).

El osteoblasto totalmente diferenciado se caracteriza por co-expresion de la fosfatasa
alcalina y colageno tipo |, importantes para la sintesis de la matriz 6sea y posterior
mineralizacion (Eijken, 2007; Bedillo et al., 2014).

1.2.3. Regulacion del remodelado 6seo

La remodelacién 6sea es regulada principalmente a través de la via RANKL/RANK/OPG.
En esta via los osteoblastos y osteocitos promueven la diferenciacion de los osteoclastos
a través de la expresion de RANK-L que al unirse a su receptor en el precursor de
osteoclastos activa su maduracion y diferenciacién. Por otro lado también secretan
osteoprotegerina (OPG) la cual impide que el RANK-L se una a su receptor bloqueando la
diferenciacion del osteoclasto (Eijken, 2010; Bellido et al., 2014; Eriksen, 2010). Cuando el
balance en la produccién de OPG y RANK-L se pierde puede contribuir al desarrollo de
enfermedades 6seas como la osteoporosis (Schoppet, 2002). Esta via de regulacién del

remodelado se esquematiza en la figura 2.
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VIA RANKL/RANK/OPG

Células mononucleares

N j ’4 »\

Q> ’\(
N
T RANK-L
1 OPG
I'|'I RANK MADURACION
LJ L Q>
L1 Q> L LJ
=
LJ ——

Q

(-
Osteoblasto l Osteoclasto

v

Osteocitos 7 |

Fig. 2. Via RANKL/RANK/OPG. El RANKL secretado por los osteocitos y los osteoblastos que al unirse con su
receptor inducen la fusién y maduracion de los precursores de los osteoclastos, promoviendo la resorcion. Por
otro lado los osteoblastos y osteocitos secretan también OPG, la cual se une al RANKL impidiendo que este

se una con su receptor inhibiendo de esta forma la resorcion.

1.3.  Osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por perdida de la densidad mineral y
cambios en la micro arquitectura 6sea. Es provocada por un incremento de la resorcién y
disminucion de la formacion de hueso, lo que aumenta en un 40% el riesgo de padecer
fracturas principalmente en columna vertebral, cadera o mufieca, aunque los otros huesos

también pueden verse afectados (Rachner et al., 2011; Harvey y Copper, 2006).
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Los factores de riesgo para desarrollar osteoporosis incluyen edad, sexo, raza y
antecedentes familiares; y existen algunas enfermedades que pueden incrementar el
riesgo de desarrollo de osteoporosis como la DM, que afecta la integridad mineral del
hueso y condiciones como la menopausia que provoca una disminucion considerable en
los niveles de estrogenos, que incrementan la incidencia de fracturas en un 40% (El-Heis
et al., 2013).

La osteoporosis reduce la calidad de vida de los pacientes, ya que las fracturas y la
fragilidad ésea provocan perdida de la movilidad y autonomia; ademas aumentan el riesgo
de mortalidad ya que frecuentemente son hospitalizados e intervenidos quirdrgicamente y
corren el riesgo de padecer complicaciones infecciosas provocado por la inmovilizacién

cronica. (Rachner et al., 2011).

Debido a que la pérdida ésea es asintomatica se diagnostica frecuentemente después de
la primera fractura y se administran dos tipos de farmacos: los antirresortivos que inhiben
la resorcion y los anabdlicos que estimulan la formacion 6sea, normalmente
suplementados con altas dosis de calcio. Entre los tratamientos antirresortivos se
encuentran principalmente los bifosfonatos que son los mas ampliamente utilizados por su
bajo costo seguidos por el raloxifen y entre los anabdlicos la hormona de longitud
completa paratiroidea (PTH 1-84) (Rachner et al., 2011).

A pesar de la variedad de medicamentos disponibles para el tratamiento de la
osteoporosis, estos solo retrasan el desarrollo de la osteoporosis y presentan mdltiples
efectos adversos debido a su continua y prolongada administracion. Para los bifosfonatos
se ha observado que incrementan el desarrollo de osteonecrosis mandibular, irritacion
esofagica, hipocalcemia y problemas renales; para el raloxifen, enfermedad
tromboembodlitica; para los anabdlicos, hipercalcemia, nausea y diarrea, y para el calcio un

incremento en el riesgo de padecer enfermedades coronarias (Rachner et al., 2011).
1.4. Diabetes mellitus y desregulacion ésea

La DM se ha asociado con complicaciones cronicas que afectan a multiples sistemas
incluyendo el hueso. Entre las primeras complicaciones esqueléticas provocadas por la
DM no controlada incluyen sindrome del pie diabético, artropatia de Charcot, osteopenia y
osteoporosis. Estas complicaciones pueden ser causadas por la deficiencia y resistencia
de insulina, la hiperglucemia, productos finales de glicacion avanzada (AGE) e incremento

en la produccion de citocinas y adipocinas (Hofbauer et al., 2007).
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La osteoporosis es la enfermedad ésea metabdlica mas importante en pacientes con DM
(Hofbauer et al., 2007). Los pacientes con DMT1 presentan una reduccion en la masa y
formacion 6sea, inhibicién de la actividad de los osteoblastos e incremento en la resorcién
(Schwartz, 2003) y se ha mencionado que el 50% de los pacientes con DMT1 presentan
osteoporosis (Adil et al., 2015); mientras que los pacientes con DMT2, presentan un
incremento de la densidad mineral 6sea (DMO) en comparacion con los no diabéticos; sin
embargo, presentan huesos muy fragiles y una mayor incidencia de fracturas que se cree
puede deberse a una disminucion de la calidad mineral del hueso y al incremento de
productos de glicacion avanzada. Estas anomalias esqueléticas pueden depender del
control glucémico, la duracion de la DM y la presencia de complicaciones vasculares
(Hamann et al., 2012; Hofbauer et al., 2007).

Entre los principales factores que pueden incrementar las complicaciones éseas se
encuentra la hiperglucemia ya que promueve la glicosilacion no enzimatica de diversas
proteinas 6seas incluyendo el colageno de tipo | que puede afectar la calidad del hueso,
reducir su resistencia e inhibir la expresion fenotipica de los osteoblastos; ademas la
hiperglucemia, puede inducir la resorcion 6sea a través del incremento en la produccion
de citocinas que activan e inducen la maduracién de los osteoclastos (Hofbauer et al.,
2007; Schwartz, 2003).

Por otro lado el incremento en los niveles de glucosa aumenta la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO), que pueden provocar la oxidacién de acidos nucleicos,
proteinas y moléculas senalizadoras, afectando de esta manera multiples procesos
celulares (Turrens, 2003); ademas se activa la fosfolipasa C que incrementa la salida de
calcio lo que se ha relacionado con una disminucién en la calidad de los cristales de HAP
(Garcia-Hernandez et al., 2012).

Otro factor que puede incrementar las complicaciones dseas en pacientes diabéticos es la
deficiencia de insulina, ya que se ha observado que esta deficiencia induce una
disminucion en la formacion de cristales de HAP, en la relacién calcio-fosfato y en el IGF-
1 en animales de laboratorio lo que podria contribuir al dafo 6seo (Hofbauer et al., 2007).
Por otro lado varios estudios sugieren que la DMT2 y la obesidad estan estrechamente
relacionadas por la actividad del tejido adiposo y sus adipocinas como la leptina, resistina
y la adiponectina que pueden tener efecto negativo sobre el metabolismo 6seo. La leptina

contribuye a una respuesta inflamatoria sistémica, asociada con la aterosclerosis y la
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hipertensién arterial y la adiponectina disminuida en individuos obesos y diabéticos tiene
propiedades anti-inflamatorias (Hofbauer et al., 2007).

1.5.  Los acidos grasos poli-insaturados

Los acidos grasos poli-insaturados (AGPI) como los w-6 y w-3 (también llamados n-3 o n-
6), se caracterizan por la presencia de mas de un doble enlace entre sus carbonos y por
un grupo carboxilo terminal. Ambos son considerados acidos grasos esenciales ya que
deben ser obtenidos de la dieta y son componentes de las membranas celulares
(Schuchardt et al., 2010; Qi et al., 2004).

Los acidos grasos n-6 representados por el acido linoleico (LA; C18: 2 A9, 12) y sus
derivados como el acido araquidonico (AA, C20: 4 A5, 8, 11,14), son abundantes en la
naturaleza, encontrandose en las semillas de la mayoria de las plantas y en productos de
origen animal (Simopoulos, 2008). Este acido graso es metabolizado a través de la via de
las ciclooxigenas (COX) y de las lipoxigenasas (LOX), la cual se inicia por accién de la
enzima fosfolipasa A2 (PLA2). La accién de la COX metaboliza al AA en prostaglandinas
de la serie 2, tromboxanos y lipoxinas y la LOX en leucotrienos que son mediadores
proinflamatorios; ademas de estas vias el AA puede ser oxidado en presencia de ERO

convirtiéndolos en isoprostanos (Kruger et al., 2010) (Fig. 3).

Por otro lado los n-3 representados por el acido a-linolénico (ALA; C18: 3 A9,12,15) y sus
derivados como el acido eicosapentaenoico (EPA, C20: 5 A5,8,11,14,17) y el acido
docosahexaenoico (DHA, C22: 6 A4,7,10,13,16,19) son menos abundantes
encontrandose principalmente en el aceite de pescado y en unas cuantas semillas
(Simopoulos, 2008). EI DHA se metaboliza a través de las vias de LOX y COX y produce
docosatrienos, neuroprotectinas y resolvinas de la serie D (Fig. 3), las cuales tienen
potentes efectos antiinflamatorios, y promueven el correcto funcionamiento del sistema

nervioso (Kruger et al., 2010).
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Metabolismo de los acidos grasos poli-insaturados

AGPIn-6 AGPIn-3
Acido Linoleico Acido a-Linolénico
(LA, 18:2n-6) (ALA, 18:3n-3)
Desaturasa l
Acido Gamma-Linolénico 18:4n-3
(GLA, 18:3n-6)
Elongasa l
Prostaglandinas _ COX Acido Dihomogamalinolénico 20:4n-3
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Fig. 3. Metabolismo de los AGPI. Se esquematiza la sintesis de los AGPI n-3 y n-6 a través de procesos
enzimaticos de desaturacion y elongacion, asi como los principales metabolitos que derivan de cada uno de
ellos. Modificada de Kruger et al., 2010.

Tanto el AA, EPA y DHA denominados también AGPI de cadena larga, son convertidos a
partir de sus precursores por procesos de elongacion y desaturacion (Fig. 3); sin
embargo, la sintesis de DHA y EPA es extremadamente lenta y de bajo rendimiento en
comparacion con AA, esto debido a que existe una competencia por las enzimas de
desaturacion (A6), de tal manera que una alta ingesta de LA interfiere con la desaturacion
y elongacion de ALA, lo que sugiere que debe existir un balance adecuado en el consumo
de ambos tipos de acidos grasos (Simopoulos, 2008; Schuchardt et al., 2010). Ademas,
un aumento en el consumo de grasas saturadas y acidos grasos trans interfieren con la
desaturacion y elongacion de LA y ALA (Simopoulos, 2008).
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Los AGPI se incorporan a las membranas de las células, donde son precursores de los
eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos), vy
docosanoides (docosatrienos, neuroprotectinas y resolvinas de la serie D) que intervienen
en numerosos procesos fisiologicos tales como la coagulacion de la sangre, tono
vascular, en el correcto funcionamiento del sistema nervioso central y periférico y otros
organos como el hueso o en las respuestas inflamatorias e inmunolégicas (Schuchardt et
al., 2010; Qi et al., 2004; Kruger et al, 2010; Carrero et al, 2005).

Ademas los acidos grasos n-3 pueden jugar un papel importante en enfermedades
metabdlicas como DMT2 y en el estrés oxidativo y se ha propuesto que puede disminuir la
resistencia a la insulina. Ademas un balance adecuado con los n-6 reduce el riesgo de
enfermedad cardiovascular asociada a diabetes (Nettleton y Katz, 2005; Suresh y Das,
2003)

16



2. ANTECEDENTES

La diabetes mellitus se ha relacionado con multiples efectos en el hueso como el
incremento en el riesgo de fracturas y disminucién de la densidad mineral, lo que puede
ocasionar el desarrollo de patologias como la osteoporosis y la osteopenia (Hofbauer et
al., 2007).

Varios estudios se han enfocado en estudiar la incidencia de fracturas y los cambios en la
densidad mineral 6sea en pacientes diabéticos. Se ha observado que los pacientes
jévenes con DMT1 presentan una disminucién de la densidad mineral 6sea (DMO) de
hasta el 6.4% (Heap et al., 2004) y un incremento en el riesgo de fractura cadera de hasta

el 12.25% esto en comparacion con pacientes sanos (Nicodemus y Folsom, 2001).

Del mismo modo se ha observado que en los pacientes con DMT2 existe un incremento
de hasta 1.7 veces en el riesgo de fractura, siendo la fractura de cadera la mas comun
con una incidencia del 29% con respecto a los no diabéticos; sin embargo, a pesar de que
la frecuencia de fractura aumenta considerablemente se ha observado que la DMO es
mayor en las personas con DMT2, lo que pudiera sugerir un desbalance en el
metabolismo y en la formacién del hueso, que repercute en huesos mas fragiles y en el
desarrollo de alguna osteopatia (Bonds et al., 2006; Strotmeyer et al., 2004; Nicodemus y
Folsom, 2001).

En este sentido estudios previos realizados en el laboratorio se han enfocado en estudiar
el efecto de la DM y de la hiperglucemia sobre el metabolismo 6seo: Garcia-Hernandez et
al. (2012), realizaron un estudio en donde evaluaron el efecto de concentraciones
elevadas de glucosa en la biomineralizacion y en la expresién de mediadores
proinflamatorios en células osteoblasticas humanas, en este estudio observaron que
niveles de glucosa similares a los presentes en pacientes diabéticos crénicos (24mM)
alteran la biomineralizacion y la calidad de los cristales depositados ya que provocan un
aumento en el depdsito de mineral, una alteracién importante en la relacién Ca/P en los
cristales de HAP, un incremento en la ALP y en la expresion del mRNA que codifica para
RUNX2, asi mismo observaron un incremento en la expresién del mRNA codificante para
IL1-B, IL-6, IL-8 y proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1), los cuales estan

relacionados con el aumento en la reabsorcion 6sea.

Por otro lado Zhang y Yang (2013), observaron en un cultivo primario de osteoblastos de

rata que concentraciones altas de glucosa (25mM), inhibe la mineralizacion, incrementa la
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actividad especifica de la fosfatasa alcalina (ALP), promueve la diferenciacion
adipogénica e incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual

podria contribuir a un desbalance en el metabolismo 6seo.

Debido a la evidencia existente sobre la relacion entre la hiperglucemia y el dafo dseo, es
importante buscar tratamientos que puedan mejorar la salud 6sea y que no sean nocivos
para el paciente diabético, ya que los tratamientos actuales no resuelven el problema de
fondo ademas de presentar multiples efectos adversos debido a su continua y prolongada

administracion.

En este sentido se ha reportado que el enriquecimiento dietético con las concentraciones
adecuadas de AGPI n-6 y n-3 es benéfico para la salud dsea, ya que regulan la
maduracién y la actividad de las células éseas. Los AGPI que mejor se han estudiado con
respecto a la salud del hueso son el AA, el EPA y el DHA (Kruger et al., 2010).

En modelos animales se ha demostrado que algunos AGPI de la familia n-3 incrementan
la formacion 6sea y podrian reducir el riesgo de padecer osteoporosis y fracturas (Classen
et al., 1995; Schlemmer et al., 1999). En mujeres mayores se ha observado un efecto anti-
resorcidon después de 3 afos de suplementar la dieta con acidos grasos poliinsaturados n-
3 (Van Papendorp et al., 1995; Kruger et al., 1998) y se ha visto que el EPA y el DHA
tienen efectos benéficos reduciendo los sintomas de la artritis reumatoide y osteoartritis
suprimiendo la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (Darlintong y Stone, 2001). También
se ha demostrado que una reducciéon de la proporcion entre los AGPI n-6/n-3 puede
resultar en un aumento de la resistencia 6sea en animales (Classen et al., 1995) y en
humanos (Weiss et al., 2005).

En otros estudios, se ha observado que los AGPI n-3 como el DHA pueden regular
negativamente la produccion de prostaglandina E2 (PGE2) y a su vez inducir la
produccion de IGF-1 en modelos experimentales con ratones (Bhattacharya et al., 2007;
Cohen et al., 2005) y cultivo de osteoblastos murinos (Watkins et al., 2003); ademas los
AGPI n-3 reducen la actividad osteoclastica a través del incremento de OPG y una
disminucion en la produccion del RANK-L (Watkins et al., 2001; Kruger et al., 2010). En el
mismo sentido, se ha sugerido que este grupo de acidos grasos pueden tener un papel
protector en el estrés oxidativo (Mori et al., 2003).

Asi mismo, en otros estudios se ha observado que el DHA puede elevar o conservar la

densidad del mineral en ratones y humanos (Watkins et al., 2003) e inducir la maduracién
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de osteoblastos, reducir su apoptosis y la necrosis del tejido 6seo (Kruger et al., 2010;
Yuan et al., 2010).

Por otro lado se ha demostrado que los acidos grasos n-6 como el AA, incrementa la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como la IL-6, IL1 a, IL1 B, TNF a, M-CSF y las
especies reactivas de oxigeno (Darlintong y Stone, 2001), a través de la produccién de
PGE2 (Arikawa et al., 2004; Skillington et al., 2002; Kruger et al., 2010; Coetzee et al.,
2007), y que el EPA es capaz de revertir los efectos de la AA (Priante et al., 2002; Priante
et al., 2005), esto en diferentes modelos animales y modelos in vitro (lineas celulares

murinas y de humano).

Shen et al. (2008) demostraron que el AA induce la expresibn de mediadores
proinflamatorios y por el contrario, el EPA tiene un efecto protector en la blastogénesis
mediada por la prostaglandina PGE2 y la via del 6xido nitrico (NO) en células estromales

de medula 6sea de ratén.

Contrariamente, en una linea celular de osteoblastos de humano, Priante et al. (2005),
demostraron que el AA aumenta las concentraciones de 6xido nitrico (NO), indicando que
pudiera tener un papel crucial en la regulacién del metabolismo 6seo y podrian tener

efectos benéficos sobre la prevencion y tratamiento de la osteopenia y la osteoporosis.

Se ha propuesto que los efectos del NO sobre el metabolismo 6seo pueden depender de
su concentracion local; es decir, a bajas concentraciones producido por la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS) promueve la proliferacién de osteoblastos y previene la
osteoporosis, mientras que las altas concentraciones producidas por la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS) puede promover la resorcion ésea (Priante et al., 2005; Kruger et
al., 2010).

En general, se han observado efectos contrarios entre los acidos grasos n-3 y n-6 sobre la
produccion de NO, por ejemplo se ha visto en diferentes lineas celulares de osteoblastos
murinos y humanos, que el AA incrementa la actividad de iNOS, mientras que EPA y DHA
incrementan la produccion del 6xido nitrico endotelial (Watkins et al., 2003 Priante et al.,
2005; Kruger et al., 2010), lo que sugiere que el DHA podria tener un mejor efecto sobre

la formacion 6sea en comparacion con el AA.

Sin embargo, en otros estudios se ha demostrado que el AA inhibe la apoptosis de los

osteoblastos (Watkins et al., 2003) y en cuanto a la expresion del factor de trascripcion
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Runx2 involucrado en la proliferacion y maduracion de osteoblastos, la formacién de la
matriz mineral y la formacion de los nédulos de mineralizacion, se ha observado que tanto
el AA como el EPA incrementan su expresion en cultivo de células fetales de calvaria.
(Watkins et al., 2003)

Aunque las investigaciones actuales apuntan que los AGPI n-3 y n-6 tienen efectos en el
metabolismo éseo y que podrian beneficiar la salud ésea, se desconoce si pudieran tener
algun efecto benéfico en las alteraciones provocadas por las altas concentraciones de

glucosa en células osteoblasticas humanas.
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3. JUSTIFICACION

Las patologias 6seas asociadas a la DM son cada vez mas frecuentes, representan un
riesgo a la salud y disminuyen la calidad de vida de los pacientes diabéticos. Se ha
demostrado que las altas concentraciones de glucosa afectan el metabolismo y el proceso
de biomineralizacién de células osteoblasticas humanas y se ha sugerido que estas
alteraciones pueden repercutir de manera directa en el desarrollo de patologias como
osteoporosis, por lo que se buscan tratamientos que contrarresten los efectos de las
concentraciones elevadas de glucosa en osteoblastos humanos. En este sentido los AGPI
DHA y AA han mostrado tener efectos positivos en el metabolismo éseo y en el proceso
de biomineralizacién, sin embargo a la fecha se desconoce si pudieran contrarrestar las
alteraciones provocadas por las altas concentraciones de glucosa en células

osteoblasticas humanas.
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4. HIPOTESIS

Debido a la evidencia que sefala que los acidos grasos poliinsaturados DHA y AA tienen
un efecto positivo en el proceso de biomineralizacién y funcion de los osteoblastos en
condiciones fisiolégicas; se espera que el tratamiento con estos &cidos grasos
contrarresten los efectos producidos por la alta concentracion de glucosa sobre la
biomineralizacién y en los procesos celulares involucrados en la formacion de matriz

mineral en osteoblastos de humano.
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5. OBJETIVOS

General:
Caracterizar los efectos de los &cidos grasos poliinsaturados DHA y AA en las

alteraciones causadas por una alta concentracién de glucosa en el proceso de

biomineralizacion de células osteoblasticas humanas.

Particulares:

En células osteoblasticas humanas cultivadas en condiciones de normo-glucosa o alta
glucosa y tratadas con AA o DHA:

1. Analizar la formacion de nédulos de mineralizacién y determinar la concentracién
de calcio depositado en cultivo.
Evaluar la actividad especifica de la fosfatasa alcalina
Determinar la produccion intracelular de ERO

Determinar la concentracion de nitritos en el medio extracelular
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados, se disefid una estrategia experimental en
donde se incluyé cada uno de los métodos a seguir para la obtencion de resultados (Fig.

4), mas adelante se describira con profundidad los materiales y métodos utilizados.

|—_L DCF-DA

Egectroﬂ uorometria |

Citometriade
~ flujo

Determinacion
de la produccion
intracelular de

Fig. 4. Esquematizacion de la estrategia experimental utilizada para cumplir los objetivos de este proyecto.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Cultivo Celular.

Los experimentos se realizaron con una linea celular de osteoblastos de humano derivada
de hueso alveolar de tercer molar (Arzate et al. 1998). Las células osteoblasticas fueron
cultivadas en forma rutinaria en medio Dulbelco modificado de Eagle con 5.5mM de glucosa
(DMEM-LG) (Invitrogen, GIBCO, Rockville, MD, EE.UU.) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% (laboratorios Microlab S.A. de C.V., D.F. México) y antibidticos
(100U/ml de penicilina, estreptomicina 100ug/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).

7.2. Condiciones de cultivo

Para los experimentos se utilizaron las células en el tercer y cuarto pasaje y se crecieron a
37°C en una atmosfera de 95% de aire, 5% CO, y 100% de humedad. Las concentraciones
de glucosa para este estudio se tomaron en funcién de los niveles de glucosa en sangre de
un individuo sano y altos niveles de glucosa similares a los observados en la DM crénica no
controlada. En concreto, la concentracion normal de glucosa es de 5.5mM equivalente a
99mg/dl, y la concentracion alta es de 24mM equivalente a 432mg/dl. Las células fueron
cultivadas en DMEM-LG que contiene los niveles fisiolégicos de glucosa (5.5mM) o en
DMEM-LG adicionado con 18.5mM de D-glucosa para alcanzar una concentracion final de
24mM (invitrogen, GIBCO). Cada concentracion de glucosa se combind ademas con 10 o
20uM de acido araquidonico (AA) o de acido docosahexaenoico (DHA). Se usé DMEM-LG
suplementado con 18.5mM de manitol (Man) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, EE.UU.) como
grupo control iso-osmolar con respecto al grupo con alta glucosa y como control negativo en
la biomineralizacion el lipopolisacarido de E. coli (LPS) a una concentracién de 3ug/mL.
Como control positivo para la produccion de especies reactivas de oxigeno se usé peréxido
de hidrogeno (H20;) a una concentracién de 30mM y como control negativo, el antioxidante
Trolox (30uM). Los acidos grasos se solubilizaron en DMSO al momento del cambio de
medio. La concentracién de DMSO final en el medio fue de 0.01% con el fin de evitar el
efecto toxico en las células. El cambio de medio con las distintas condiciones se realizé cada
3% dia. La adicién de los acidos grasos al medio en la concentracién deseada se realizé al

momento del cambio para evitar su oxidacion.
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Para la determinacion de la formacion de los nddulos de mineralizacién, la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina (ALP) y el analisis por microscopia electrénica de barrido
(MEB), las células se cultivaron en medio osteogénico (DMEM complementado con SFB al

10% mas 50mg/mL de acido ascorbico y 10mM de B-glicerofosfato).

7.3. Andlisis de la formacion de nodulos de mineralizacion y determinacion de la

cantidad de calcio depositado en cultivo

Se sembraron 8x10* células en cajas de cultivo celular de 12 pozos. Al siguiente dia las
células fueron cultivadas con concentraciones normales de glucosa (5.5mM) o altas
concentraciones de glucosa (24mM) y/o su combinaciéon con 10 o 20uM de DHA o AA
usando como control de inhibicion el LPS y se mantuvieron durante 7, 14 y 21 dias de
cultivo. Las células se fijaron con metanol frio al 70% y se identificé la deposicién de mineral
utilizando una solucién saturada de alizarina roja al 2% pH 4.1 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) que tiene afinidad por el calcio, la cual se adicioné a los cultivos celulares durante
60 minutos. El exceso de colorante se eliminé lavando repetidamente con amortiguador de
fosfatos (PBS). Las cajas fueron invertidas para su secado. Los pozos con el mineral fijado y

tefido fueron documentados con un microscopio invertido marca Zeiss (Alemania).

Para la cuantificacion del calcio depositado en cultivo, se extrajo el colorante con acido
aceético al 10% y se procesaron los sobrenadantes de acuerdo a lo reportado por Garcia-
Hernandez et al., (2012) y se realizé una curva de concentraciones conocidas de alizarina

roja y se obtuvo la absorbancia en un espectrofotometro a una A de 405 nm.

La concentracion de calcio se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

[]alizarina = pug Ca equivalentes a 1Mol de alizarina
mM alizarina
volumen de muestra analizado

* volumen total de muestra

En donde
e [] alizarina= la concentracién de alizarina en mM calculada a partir de la absorbancia con un
analisis estadistico de regresion
* ug Ca equivalentes a 1 Mol de Alizarina = 320.56 g/Mol.
* mM alizarina= 40mM
*  Volumen total de la muestra= 800uL

¢ Volumen de muestra tomado para el analisis= 60uL
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La férmula simplificada es la siguiente:

( [ JAlizarina * 320.56
40

60

X 800)

= Bg Ca por pozo de cultivo

7.4.  Andlisis de la formacion de mineral por microscopia electrénica de barrido

Se sembraron 2x10° células en portaobjetos redondos en cajas de cultivo celular de 24
pozos. Al siguiente dia las células fueron cultivadas con medio osteogénico con 5.5mM o
24mM de glucosa y/o su combinacion con 10 o 20uM de DHA o AA usando como control
negativo el LPS y se mantuvieron por 14 dias de cultivo. Las células se fijaron con
metanol frio al 70% por 5 minutos y se almacenaron a 4°C hasta su analisis.
Posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos con buffer de lavado (0.48g fosfato de
sodio monobasico y 2.84g fosfato de sodio dibasico en 100ml de agua destilada). Se
realizé la deshidratacién de la monocapa celular con alcoholes crecientes (20%, 40%,
60%, 80% y 100%) cada uno por 10 minutos. Al final se dejé secar completamente para
cubrirlas con oro coloidal por medio de “sputtering” que permite la conduccion adecuada
de los electrones en la muestra y poder observar los cristales formados con el
microscopio (Leica-Cambridge 440). El analisis se realizé a 20kV durante 300 segundos y

se tomaron microfotografias representativas de cada tratamiento.

7.5. Evaluacion de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina

Se sembraron 1.5X10° células en cajas de cultivo de 25 cm? y se espero 48 horas hasta
que alcanzaran la semi-confluencia. Las células se trataron con medio osteogénico con
5.5mM o 24mM de glucosa y su combinacién con DHA (20uM), AA (20uM) y LPS
(3ug/mL) durante 7 y 14 dias de cultivo. La actividad especifica de la enzima se evalué
con el kit comercial QuantiChrom Alkaline Phosphatase Assay (Bioassay). Brevemente,
se extrajo la capa celular y la matriz mineral con amortiguador de lisis con 10mM de Tris-
HCL y 0.1% de triton X-100, pH 7.4. Se cuantifico la cantidad de proteina total segun el
método modificado de Lowry (Lowry et al., 1954). Se realizé una electroforesis en gel
SDS-PAGE para corroborar la integridad de las proteinas. La actividad enzimatica se

evalu6 usando 24 pg/mL de proteina total de cada condicion experimental, usando como
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sustrato 10mM de p-Nitrofenilfosfato (pNPP) en una solucién con 5mM de acetato de
magnesio en un ambiente alcalino (pH 10.5). Las muestras se leyeron en un

espectrofotdmetro con lector de placas a 405nm durante 3 lapsos de 4 minutos cada uno.

Para calcular la actividad de la enzima se sigui6 la siguiente formula de acuerdo a las

especificaciones del fabricante:

(R )

la muestra x tiempo ~

7.6. Determinacion de la produccion intracelular de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO)

Para determinarla produccién de ERO se sembraron 2x10* células en cajas de cultivo
celular de 96 pozos. Las células se dejaron adherir toda la noche. Al siguiente dia las
células del control negativo fueron pre-tratadas con 30uM de Trolox (antioxidante) durante
1 hora. Posteriormente las células se mantuvieron con medio DMEM sin rojo fenol con
concentraciones normales de glucosa (5.5mM) o altas concentraciones de glucosa
(24mM) y/o su combinacion con 10 o 20uM de DHA o AA y se mantuvieron durante 24
horas en incubacion. 30 min antes del término de incubacién se agregé el peréxido de
hidrogeno. Al término de las 24 horas se agregé la sonda fluorescente 2’ 7'-
diclorofluoresceina diacetato (2°7"-DCFH-DA) a una concentracion de 15 uyM durante 30
min. La 2°7°-DCFH-DA es un colorante permeable celular, que florece al reaccionar con
radicales hidroxilo, peroxido de hidrogeno o peroxinitritos, al oxidarse con estos reactivos
la 2'7'-DCFH-DA se desesterifica a 27 -Diclorofluoresceina, la cual es altamente

fluorescente a una A con 485nm de excitacion y 530nm de emision.

Para la obtencion de resultados se obtuvo la absorbancia en un espectrofluorometro

(FLX-800, Biotech Technologies) a una A con 485nm de excitacion y 530nm de emision.

Para corroborar los resultados obtenidos se determind la produccion de ERO por
citometria de flujo. Se sembraron 1.5x10° células en cajas de cultivo celular de 12 pozos.
Al siguiente dia las células de uno de los pozos fueron pre-tratadas con 30uM de Trolox
(antioxidante) durante 1 hora como control negativo. Posteriormente las células se
trataron con medio DMEM sin rojo fenol con concentraciones normales de glucosa
(6.5mM) o altas concentraciones de glucosa (24mM) y/o su combinacién con 10 o 20uM

de DHA o AA y se mantuvieron durante 24 horas en incubacion. 30 min antes del término
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de incubacién se agrego el peréxido de hidrogeno a un pozo con células. Al término de las
24 horas se agrego la sonda fluorescente 2’ 7’- diclorofluoresceina diacetato (27 -DCFH-

DA) a una concentracion de 15 yM durante 60 min.

La intensidad media de fluorescencia se analizd por citometria de flujo en un citdmetro
FACS Calibur (Becton Dickinson, San José, CA, USA) y el software de captura BD Cell
Quest. Pro v.5.1.1 (Beckton Dickinson) Se capturaron 10,000 eventos. Los datos
obtenidos fueron analizados usando el programa FlowJo 7.6 calculando la intensidad
media de fluorescencia (IMF)

7.7. Determinacion de la concentracion de nitritos en el medio extracelular

Se sembraron 1.5x10° células en cajas de 12 pozos con medio DMEM. Al siguiente dia se
trataron con medio DMEM sin rojo fenol con concentraciones normales de glucosa
(5.5mM) o altas concentraciones de glucosa (24mM) y/o su combinacion con 10 o 20uM
de DHA o AA usando como control positivo el LPS. Las células se mantuvieron durante 24
horas en incubacién. Transcurrido el tiempo, se recuperé el sobrenadante y se congelo a -
70°C hasta su andlisis. Los nitritos se midieron en el sobrenadante del cultivo con el
reactivo de Griess, el cual se basa en la acidificacion del NO, para producir un agente
nitrosante y en la reaccion de este agente con acido sulfanilico para producir i6n
diazonium, que se unira al N-(1-naphthyl) etilenediamina para formar un cromoéforo que
absorbe la luz a 540-570 nm.

Se realizd6 una curva de concentraciones conocidas de nitritos, la que utilizo para
interpolar los valores obtenidos por espectrofotometria a una A de 549 nm de cada

muestra problema.

7.8. Analisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado. Todos los datos se analizaran
mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido por el post-hoc de Tukey, utilizando el
software GraphPad Prism 6. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
si *p< 0.05 o **p< 0.001 cuando se compararon con el grupo solo con 5.5mM de glucosa y

#*p< 0.05 0 #p< 0.001 cuando se compararon con el grupo con 24mM de glucosa.




8. RESULTADOS

8.1. Los acidos grasos DHA y AA reducen la mineralizacién en condiciones de alta
glucosa

Con el objetivo de determinar el efecto del DHA y AA en la biomineralizacion en
osteoblastos de humano, se analizé la formacion de nodulos de mineralizacion, se
determind la concentracién de calcio en cultivo y se analizé la formacién de cristales

formados por medio de microscopia electrénica de barrido (MEB).

Los resultados obtenidos en la formacidon de nédulos de mineralizacién muestran que el
tratamiento con el DHA en ambas concentraciones (10 y 20uM) con normo-glucosa se
comporta de manera similar al grupo control (5.5mM) a los 7 y 14 dias de cultivo e
incrementa la formacion de nddulos de mineralizacién a los 21 dias de cultivo con un
efecto mas pronunciado con 20 uM de DHA (Fig. 5), sin embargo para la cuantificaciéon de
calcio en la matriz extracelular, el tratamiento con 10uM de DHA no mostro cambio con
respecto al control de normo-glucosa a los 7, 14 o 21 dias y a la concentracién de 20uM
se observo una disminucion significativa del contenido de calcio a los 14 y 21 dias (Fig. 6).
Las microfotografias obtenidas por medio de MEB, muestran que el tratamiento con DHA
incrementa el numero de cristales formados, aunque son de menor tamafo que el grupo

de normo-glucosa (Fig. 5).

La combinacién de AA con normo-glucosa mostro un comportamiento similar al control a
la concentracién de 10 puM, mientras que a la concentracion de 20uM se observé una
disminucion en la formacién de nédulos de mineralizacién a los 14 y 21 dias de cultivo, de
manera similar al grupo tratado con LPS (Fig. 5), sin embargo la cuantificacion de calcio
mostré un aumento significativo con la concentracién de 10 uM a los 14 y 21 dias de
cultivo y a la concentracion de 20 uM a los 21 dias de cultivo con respecto al grupo control
(5.5mM) (Fig. 6). Las imagenes tomadas por MEB muestran un incremento en el nimero

de cristales formados y de menor tamafo en comparacién con el grupo de normo-glucosa
(Fig. 5).

Cuando las células fueron tratadas con LPS, se observé una inhibicidn en la formacion de
los nddulos de mineralizacién pero con un incremento en la concentracién de calcio a los

21 dias, se observa ademas una diferencia en la forma en que se dispone la matriz
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mineral. Las microfotografias muestran una menor cantidad de cristales formados con
respecto al grupo control (5.5mM) (Fig. 5y 6).

10pMDHA  20uDHA 10uM AA 20uM AA
5.5mMGluc. 5.5mMGluc. 5.5mMGluc. 5.5mMGluc. 5.5mMGluc. 3Hg/mILPS

Fig. 5. Efecto del DHA y AA en la biomineralizacién. En la parte superior se observan fotografias representativas de la
matriz mineral formada en los pozos de cultivo celular tefiidos con alizarina roja a los 7, 14 y 21 dias de cultivo. En la parte
inferior se observan microfotografias de los cristales formados a los 14 dias de cultivo tomadas en microscopio electrénico
de barrido. Mientras mas intenso es el color rojo mayor es la cantidad de nédulos de mineral.

1501 -
s
E 1001
© *
O
[]7 Dias
501
= . ) O 14 Dias
H |l| ﬂ rl B 21 Dias
O-
55mM DHA DHA AA AA LPS
) Glucosa 10puM 20uM 10pM 20uM 3pg/mL |

Normoglucosa (NG)

Fig. 6. Efecto de los acidos grasos DHA y AA en condiciones de normo-glucosa (5.5mM) en la cantidad de
calcio depositado en la matriz extracelular a los 7, 14 y 21 dias de cultivo. *p < 0.05% y **p < 0.01% cuando
los grupos se compararon con el grupo control (5.5mM de glucosa).
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Cuando las células fueron tratadas con alta concentracion de glucosa (24mM), se observo
un incremento significativo en la formacién de ndédulos de mineralizacion y de calcio
depositado en cultivo en comparacion con el grupo de normo-glucosa (Fig. 7 y 8). El
efecto encontrado con 24mM de glucosa sobre la formacién de nédulos de mineralizacién
no se debe a un estrés osmotico ya que el control 18.5mM Man se comporté de manera
similar al grupo con 5.5 mM de glucosa a los 7 y 21 dias de cultivo; sin embargo,

observamos diferencias a los 14 y 21 dias de cultivo con respecto al calcio depositado
(Fig. 7y 8).

Tanto el DHA y AA en ambas concentraciones (10 y 20 yM) con 24mM de glucosa
disminuyeron la formacion de nédulos de mineralizacion y el calcio depositado en cultivo
en comparacién con el grupo de 24mM de glucosa (Fig. 7 y 8). Este efecto se aprecia
mejor cuando las células son tratadas con DHA a la concentracién de 10uM que ademas

se observa similar al grupo con 5.5mM de Gluc. a los 14 y 21 dias de cultivo (Fig. 7).

Estos resultados concuerdan con lo representado en las microfotografias en donde se
aprecia una disminucion en el numero de cristales formados con ambos &cidos grasos en
combinacion con alta glucosa, aunque son de menor tamafio al grupo control (5.5mM
Gluc.) (Fig. 7).
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5.5mM Gluc.
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24mM Gluc.

10uM DHA
24mM Gluc.

20uM DHA
24mM Gluc.

10pM AA

24mM Gluc.

20uM AA
24mMGluc, 18.5mMMan

Fig. 7. Efecto del DHA y AA en la biomineralizacién en condiciones de alta glucosa. En la parte superior se

observan fotografias representativas de la matriz mineral formada en los pozos de cultivo celular, previamente

tefiida con alizarina roja. Se muestra el efecto de los acidos grasos AA y DHA en combinacion con alta

glucosa (24mM) en la formacion de los nédulos de mineralizacion durante 7, 14 y 21 dias de cultivo. En la

parte inferior se observan microfotografias representativas de los cristales formados a los 14 dias de cultivo

tomadas en microscopio electrénico de barrido. Mientras mas intenso es el color rojo mayor es la cantidad de

nédulos de mineral.
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Fig. 8. Efecto de los acidos grasos DHA y AA en condiciones de alta glucosa (24 mM) en la deposiciéon de

calcio extracelular. Resultados de la extraccion de calcio a los 7, 14 y 21 dias de cultivo. *p £ 0.05% y **p <

0.01% cuando los grupos se compararon con el grupo control (5.5mM de glucosa) y *p < 0.05% y *p < 0.01%

cuando los grupos se compararon con el grupo de alta glucosa (24mM)
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8.2. ElI DHA y AA en combinacién con alta glucosa incrementan la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina (ALP) a los 7 dias de cultivo en comparacion

con el grupo tratado con normo-glucosa.

Debido a que la fosfatasa alcalina es un marcador temprano importante de la
mineralizacion y por la funcién que desempefia en este proceso complejo, determinamos
la actividad especifica de esta enzima con el fin de caracterizar de manera completa el

efecto de los acidos grasos en el proceso de biomineralizacion.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con DHA y AA en combinacion con
normo-glucosa no modifican la actividad enzimatica de la ALP a los 7 dias de tratamiento,
mientras que a los 14 dias ambos acidos grasos disminuyeron de manera significativa la
actividad de esta enzima en comparaciéon con el grupo de normo-glucosa (Fig. 9-A). El
tratamiento con LPS mostro un incremento en la actividad de la enzima a los 7 dias y una

disminucion a los 14 dias.

Por otro lado la alta concentracion de glucosa incrementa significativamente la actividad
de la ALP a los 7 dias de tratamiento en comparacion con el grupo de normo-glucosa,
pero lo disminuye drasticamente a los 14 dias de cultivo, sin embargo este efecto podria
deberse a estrés osmético ya que el grupo con manitol se comporté diferente al control de

normo-glucosa a los 14 dias (Fig. 9-B).

La combinacion de AA o DHA con 24mM de glucosa incrementd significativamente la
actividad de la ALP en comparacion con el grupo de 5.5mM de glucosa a los 7 dias de
cultivo. A los 14 dias se observo una disminucion de la actividad enzimatica, mientras que
con respecto al grupo con alta glucosa solo el AA a una concentracién de 20uM mostro un

incremento a los 7 dias de cultivo (Fig. 9-B).
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Fig. 9. Efecto del DHA y AA sobre la actividad especifica de la fosfatasa alcalina. Resultados de la medicion
de la actividad de la ALP, expresadas en Ul/ug de proteina en donde se muestra: (A) resultados obtenidos de
los acidos grasos (DHA y AA) (20uM) y LPS (3ug/mL) en combinacién con normo-glucosa (5.5mM) y (B) los
resultados obtenidos de los acidos grasos (DHA y AA) (20uM) en combinacion con alta glucosa (24mM).
Graficas que expresan la media + SD de 3 ensayos independientes. *p < 0.05% y **p < 0.01% cuando los
grupos se compararon con el grupo control (5.5mM de glucosa) y *p < 0.05% y *p < 0.01% cuando los grupos

se compararon con el grupo de alta glucosa (24mM).
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8.3. ElI AA'y DHA reducen la produccion intracelular de ERO en condiciones de alta
glucosa.

Una de las alteraciones provocadas por la alta concentracion de glucosa que se ha
relacionado de forma importante con las alteraciones en el proceso de biomineralizacion
es el incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Por lo que

evaluamos el efecto del DHA y AA en la formacién de estas especies.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo (Fig. 10) y espectrofluorometria (Fig. 11),
muestran que la alta concentracion de glucosa incrementa significativamente la
produccion de ERO en comparacion con el grupo control, este incremento es menor al
control positivo con H,O,, pero mayor al incremento provocado por la presencia del LPS.
El efecto encontrado con 24mM de glucosa no se debe a un estrés osmadtico ya que el
control iso-osmolar (18.5mM Man) se comporté de manera similar al grupo con 5.5 mM de

glucosa (Fig. 10y 11).

El DHA y el AA en condiciones de normo-glucosa no tienen efecto en la produccion de
ERO (Fig. 10-A y 11-A); sin embargo, ambos acidos grasos AA y DHA a 10 y 20 uyM con
24mM de glucosa disminuy®é significativamente la produccion de ERO (Fig. 10-By 11-B) y
esta disminucion es similar al grupo tratado con 30uM del antioxidante Trolox, el cual se

utilizé como control negativo para la produccion de ERO (Fig. 10y 11).
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Fig. 10. Efecto de los diferentes tratamientos utilizados en la produccion intracelular de ERO por citometria de
flujo. Resultados de la medicion intracelular de especies reactivas de oxigeno por citometria de flujo,
expresadas en IMF en donde se muestra: (A) resultados obtenidos de los diferentes tratamientos (DHA, AA,
Trox. y H202) con normo-glucosa (NG: 5.5mM) y (B) los resultados obtenidos de los acidos grasos (DHA y AA)
con alta glucosa (AG: 24mM). A la derecha se aprecian histogramas representativos y a la izquierda graficas
que expresan la media + SD de 4 ensayos independientes. *p < 0.05% y **p < 0.01% cuando los grupos se
compararon con normo-glucosa (5.5mM) y *0 < 0.05% y "5 < 0.01% en comparacion con alta glucosa
(24mM).
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S5mM  DHA DHA AA AA Trox LPS
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Fig. 11. Efecto de los diferentes tratamientos utilizados en la produccién intracelular de ERO. Resultados de la
medicion intracelular de especies reactivas de oxigeno por espectrofluorometria, expresadas en nanémetros
(nm) en donde se muestra: A) los tratamientos con DHA, AA, Trox. y H2O2 en normo-glucosa (NG: 5.5mM) y
(B) los tratamientos con DHA y AA en alta glucosa (AG: 24mM). Graficas que expresan la media + SD de 4
ensayos independientes. *p < 0.05% y **p < 0.01% cuando los grupos se compararon con el grupo control
(5.5mM de glucosa) y #p <0.05% y ##p < 0.01 cuando los grupos se compararon con el grupo de alta glucosa
(24mM).
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8.4. ElI AAy DHA incrementan la produccion extracelular de nitritos.

Con el objetivo de determinar el efecto de los acidos grasos AA y DHA en la produccion
de NO, se midid los nitritos (NO;) en el medio extracelular ya que estos son los

metabolitos estables de 6xido nitrico.

Los resultados obtenidos muestran que la alta concentracion de glucosa (24mM)
disminuye significativamente la produccion de nitritos en comparacion con el grupo con
normo-glucosa (5.5 mM); y es similar al grupo tratado con LPS, pero menor a la
disminucién provocada por el H,O,. El efecto encontrado en el grupo tratado con 24mM

de glucosa no se debe a un estrés osmético (Fig. 12).

Se observé que el grupo tratado con DHA a la concentracion de 20 yM incrementa los
nitritos en condiciones de normo-glucosa; mientras que, cuando las células fueron
tratadas con DHA a 10 yM y ambas concentraciones de AA no se observaron diferencias

con respecto al grupo control (5.5mM).

La combinacion de ambos acidos grasos (AA y DHA) en ambas concentraciones (10 y 20
MM) con 24mM de glucosa fueron similares al grupo control (5.5mM) e incrementaron
significativamente la produccién de nitritos en comparacién con el grupo de 24mM (Fig.
12). Este incremento parece ser dependiente a la concentracion de los acidos grasos y en
los grupos tratados con 20uM de AA el incremento fue mas evidente comparado con el
grupo de normo-glucosa y alta glucosa, y fue similar al grupo tratado con el antioxidante
Trolox (Fig. 12).
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>mM DHA DHA AA AA Trox LPS H,0,
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B) N

Fig. 12. Efecto del DHA y AA en la produccion de nitritos. Resultados de la concentracion de nitritos en el
medio extracelular en donde se muestra: (A) resultados obtenidos de los diferentes tratamientos (DHA, AA,
Trox. y H202) en combinacién con normo-glucosa (5.5mM) y (B) los resultados obtenidos de los acidos
grasos (DHA y AA) en combinacion con alta glucosa (24mM). Graficas que expresan la media + SD de 4
ensayos independientes. *p < 0.05% y **p < 0.01% cuando los grupos se compararon con el grupo control

(5.5mM de glucosa) y *p < 0.05% y ™p < 0.01% en comparacion con alta glucosa (24mM).
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9. DISCUSION

En este trabajo se determiné el efecto de un AGPI n-6 (AA) y un AGPI n-3 (DHA) en las
alteraciones provocadas por una alta concentracion de glucosa en el proceso de

biomineralizacidon en células osteoblasticas.

Existe una relacion entre la diabetes mellitus y el desarrollo de patologias 6seas como
osteoporosis y osteopenia al encontrar un incremento en el riesgo de fractura y
alteraciones en la densidad mineral del hueso en pacientes con diabetes mellitus
(Hofbauer et al., 2007; Nicodemus y Folsom 2001). Nosotros encontramos que la alta
glucosa (24mM) provoca un incremento en la formacién y deposicion de calcio, ademas
de alteraciones en la forma y en la distribucion de los cristales en la matriz mineral (Fig. 7
y 8), esto concuerda con otros estudios previos realizados en el laboratorio en donde
observaron que la concentracion de 24mM de glucosa aumenta la cantidad de mineral
depositado, pero disminuye su calidad y ademas afecta la actividad enzimatica de la ALP
y la expresién de RANK-L y citocinas proinflamatorias (Garcia-Hernandez et al., 2012). Y
en el mismo sentido se ha demostrado que aun en concentraciones mas bajas (15mM)
afecta la formacién nédulos de mineralizacion (Balint et al., 2001).

Sin embargo otros estudios como el de Zhang y Yang (2013), reportan que altos niveles
de glucosa (25.5mM) inhiben la biomineralizacién. Estos efectos contradictorios
probablemente se deban a diferencias en las lineas celulares; sin embargo, todos
concuerdan en que las altas concentraciones de glucosa alteran el proceso de

biomineralizacién y la actividad de los osteoblastos de forma negativa.

Por otro lado se ha reportado que el enriquecimiento dietético con los AGPI AA y DHA es
benéfico para la salud 6sea, ya que regulan la maduracion y la actividad de las células
6seas (Kruger et al., 2010).

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con DHA en condiciones de normo-
glucosa (5.5mM) incrementa la formacion de nédulos de mineralizacion a los 21 dias de
cultivo (Fig. 5), pero reduce la concentraciéon de calcio en cultivo (Fig. 6), lo cual sugiere

que la relacién Ca/P esta alterada.

En este sentido a pesar de que existen pocos estudios con respecto al efecto de este
acido graso en la formacion de ndédulos de mineralizacion se ha reportado que el DHA

tiene un efecto benéfico sobre la densidad mineral 6sea e incrementa la concentracion de
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calcio, fosfato, zinc y magnesio en fémur de conejos (Mustafa-Alnouri, 2014), mantiene la
micro arquitectura ésea en neonatos de ratén (Fallon et al., 2014) y aumenta la DMO en
humanos (Schlemmer et al., 1999). Asi mismo se ha reportado en modelos in vitro que los
acidos grasos n-3 inducen la expresion y regulacion del factor de transcripcion RUNX-2,
asociado a la diferenciacion y activacion de los osteoblastos y al incremento en la
produccion de OCN y BSP a través de la modulacion negativa de la PGE2 (Watkins et al.,
2003) lo anterior podria explicar el incremento en la formacién de mineral, a través de la
modulacion de PGE2 y RUNX-2.

Cuando se trataron a las células con DHA en alta glucosa (24mM) observamos que se
disminuye la formacién de ndédulos de mineralizacion y la cantidad de calcio, y se
comporté de manera muy parecida al grupo de normo-glucosa, lo que indica, que el DHA

parece regular la deposicion y la mineralizacién bajo altas concentraciones de glucosa
(Fig. 7y 8).

Este es el primer reporte del que nosotros sabemos sobre el efecto del DHA en la
alteracion de la biomineralizacion por altas concentraciones de glucosa. Es posible que
los efectos del DHA en la regulacion de la biomineralizacion bajo altas concentraciones de
glucosa sean debido a la forma en como se regula el calcio y las vias de sefializacion en
las que participa. Por un lado se sabe que la alta concentraciéon de glucosa incrementa la
salida de calcio intracelular y que este a su vez puede inducir la activaciéon de la
calmodulina que lleva a la translocacion al nucleo de factores de trascripciéon como Runx2
y Osterix que se encargan de la trascripciéon de proteinas de la mineralizacién como BSP
y OCN, lo que resulta en un incremento de la mineralizacién pero esta se lleva a cabo de
forma desordenada y por lo tanto la calidad del mineral formado es menor (Garcia-
Hernandez et al 2012). El hecho de que el DHA este regulando la concentracién de calcio
en la matriz mineral bajo altas concentraciones de glucosa, de forma que normaliza la
concentracién de calcio alcanzando niveles parecidos al grupo con 5.5mM de glucosa y
que los cristales formados sean también parecidos al control indican que el DHA podria
estar favoreciendo la formacion adecuada de los cristales aun en altas concentraciones
de glucosa, sin embargo aun no se sabe el o los procesos por los cuales este teniendo
este efecto, por lo que es importante determinar la calidad del mineral formado y
determinar la expresion de las proteinas asociadas al proceso de biomineralizacion como

la BSP, OCN vy los factores de transcripcion Runx2 y Osterix, asi como determinar el
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arreglo de la matriz de colageno extracelular que provee el ambiente adecuado para la
nucleacién de los cristales de hidroxiapatita.

Se determiné también los efectos del acido araquidonico y observamos que en
combinacion con normo-glucosa disminuye la formacion de ndédulos de mineralizacion a
los 14 y 21 dias de cultivo e incrementa la concentracién de calcio con ambas

concentraciones a los 21 dias de cultivo (Fig. 5 y 6).

Es posible que este efecto inhibitorio en la biomineralizacion, pueda deberse a una
sobreproduccion de PGE2 en los osteoblastos inducida por la adicion exégena de AA, la
cual se sabe inhibe la biomineralizacion (Kruger et al., 2010), y el incremento en la
concentracién de calcio posiblemente esté afectando de manera negativa la calidad de los

cristales de HAP lo cual podria resultar en el desarrollo de patologias dseas.

Cuando las células se trataron con este acido graso con alta glucosa (24 mM) se observo
una disminucion en la formacion de nédulos de mineralizacion, en el tamafo de los
cristales y en el depdsito de calcio con respecto al grupo con alta glucosa pero de manera

similar al grupo con normo-glucosa (Fig. 7 y 8).

Este también es el primer reporte sobre los efectos del AA en osteoblastos humanos bajo
altas concentraciones de glucosa. Los efectos inhibitorios sobre la biomineralizacién
producidos por el AA en alta glucosa observados en este estudio parecen indicar que este
acido graso afecta de manera directa el metabolismo éseo probablemente a través de la
produccion de PGE2 la cual en altas concentraciones afecta negativamente la sintesis del
IGF-I que induce la translocacién de RUNX-2 en el nucleo y la expresion de proteinas
como la ALP, la OCN y la BSP (Watkins, 2001). Sin embargo, existen otros reportes en lo
que se observa que la administraciéon de PGE2 a bajas concentraciones incrementa el
area y la aposicion de mineral en hueso trabecular y en el endostio de ratas e incrementa
la formacion de nédulos de mineralizacion en células osteoblasticas (Keila et al., 2001).
Por lo que el papel del AA en el metabolismo 6seo bajo altas concentraciones de glucosa
no es claro.

Ademas es necesario considerar que el AA también puede incrementar la produccion de
citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1a, IL-18, TNF-a y M-CSF y del RANK-L, que
incrementan la actividad osteoclastica (Arikawa et al., 2004; Skillington et al., 2002; Kruger
et al., 2010; Coetzee et al., 2007), lo que podria contribuir a las alteraciones provocadas

por la hiperglucemia en pacientes con DM. Por lo que seria importante evaluar en un
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futuro las concentraciones de PGEZ2, citocinas proinflamatorias y la calidad del mineral

depositado en osteoblastos tratadas con AA en condiciones de alta glucosa.

En cuanto a la actividad enzimatica de la ALP, la cual es responsable de hidrolizar al
pirofosfato organico (PPi) para liberar el fosfato (Pi) y su actividad se considera un
marcador temprano de la biomineralizacién (Garcia-Hernandez et al., 2012). Observamos
que con alta concentracion de glucosa, la actividad de esta enzima se incrementa con
respecto al grupo control a los 7 dias de cultivo, mientras que a los 14 disminuye (Fig. 9),
sin embargo es posible que este efecto este asociado a estrés osmético, debido a que
este grupo mostro cambios importante en la actividad de esta enzima. Sin embargo es
comportamiento observado con 24mM de glucosa coincide con estudios previos, en
donde observaron que 25.5mM de glucosa incrementa la actividad de la ALP a los 5 dias
de cultivo en osteoblastos primarios de rata; lo que contribuye al incremento en la
formacion de nédulos de mineralizacion (Zhang y Yang, 2013). Por lo que es posible que
el incremento en la biomineralizacién encontrado en nuestro estudio bajo condiciones de
alta glucosa se deba en parte al incremento en la actividad de esta enzima. Sin embargo
también se ha reportado una disminucién en la actividad de la ALP en osteoblastos
tratados con alta glucosa a los 7 y 14 dias de cultivo, aun cuando la deposiciéon de mineral
fue mayor, lo que podria contribuir a la perdida en la calidad de los cristales de HAP
(Garcia-Hernandez et al., 2012).

Cuando las células fueron tratadas con el DHA con normo-glucosa no se observaron
cambios a los 7 dias, sin embargo se inhibié a los 14 dias (Fig. 9-a). Esto coincide con lo
reportado por Coetze et al., (2009), que observaron que cuando las células osteoblasticas
eran tratadas con DHA a una concentracién de 20uM la actividad de la ALP disminuia
significativamente con respecto al control a los 14 dias de cultivo pero no a los 7 dias,

posiblemente el pico de la actividad enzimatica se encuentre a tiempos mas tempranos.

Por otro lado cuando las células fueron tratadas con DHA (20uM) con alta glucosa
(24mM), observamos que no hay cambios a los 7 y 14 dias de cultivo con respecto al
grupo con 24mM de glucosa (Fig. 9-b), sin embargo al observar los resultados obtenidos
en la biomineralizacién y cuantificaciéon de calcio en donde observamos un
comportamiento similar al grupo con normo-glucosa es posible que este alterando la
calidad de los cristales, por lo que consideramos importante cuantificar la calidad del

cristal depositado y la actividad de la ALP a tiempos tempranos.
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Cuando tratamos a los osteoblastos con AA a una concentracion de 20uM con normo-
glucosa, observamos un comportamiento similar al DHA bajo las mismas condiciones
(Fig. 9-a). en este sentido se ha reportado que al igual que el DHA, el AA no presenta
cambios en la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina a los 6 dias de cultivo, pero a
los 14 dias se ha observado inhibicion en la actividad de esta enzima con la misma
concentracion de AA que nosotros ocupamos (Coetze et al., 2009).

Por el contario cuando combinamos el AA con alta concentracién de glucosa (24mM)
observamos un incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina aun mayor que en el
grupo tratado solo con alta glucosa a los 7 dias de cultivo, pero a los 14 dias observamos
una disminucién (Fig. 9—b). Estos resultados nos sugieren que el AA en combinacion con
alta glucosa incrementa la liberacion de Pi, sin embargo esto podria afectar la calidad de
la HAP ya que observamos una inhibicion en el depédsito de calcio y los cristales

observados por microscopia de barrido son muy pequenos.

En otro sentido se cuantifico la produccion de ERO en el medio intracelular ya que se ha
relacionado de forma importante con las alteraciones en el proceso de biomineralizacién
es el incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas ERO
provocan danos en el metabolismo celular, ya que causan oxidacién de acidos nucleicos,
proteinas y moléculas senalizadoras, (Turrens, 2003) y se ha sugerido que la
sobreproduccion de ERO puede afectar la calidad de los cristales de HAP (Garcia-
Hernandez et al., 2012). Por lo que se evalu¢ el efecto de los acidos grasos DHA y AA en
la produccién de ERO en osteoblastos de humano por dos metodologias diferentes,

citometria de flujo y espectrofluorometria.

En nuestro resultados observamos un comportamiento similar en la producciéon de ERO
cuando las evaluamos por citometria de flujo y espectrofluorometria, por lo que cualquiera
de los dos métodos representan una buena opcion para la medicién intracelular de ERO

bajo las condiciones utilizadas (Fig. 10 y 11).

Con respecto a nuestro resultados encontramos que la alta concentracion de glucosa
incrementa la producciéon ERO de manera similar a como lo hace el peréxido de
hidrogeno y el LPS los cuales ya se ha reportado que inducen el estrés oxidativo (Park et
al., 2004) (Fig. 10y 11).
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Se ha reportado que en condiciones de alta concentracion de glucosa la actividad
metabdlica mitocondrial aumenta, produciendo un desequilibrio de la cadena de
transporte de electrones causando un incremento en el deslizamiento de estos, dando
como resultado la hiper-polarizacion mitocondrial y la sobreproduccién de ERO y que
ademas esta desregulacion puede estar relacionada a intermediarios de la glucolisis la
cual esta hiper-activada en condiciones de alta glucosa (Yu et al., 2011).

Cuando las células fueron tratadas con ambos acidos grasos en normo-glucosa (5.5mM)
(Fig. 10-a y 11-a), no se observaron diferencias significativas en la produccion de ERO.
En contraste cuando se adicionaron estos acidos grasos en combinacion con alta glucosa
se observé una inhibicidn significativa en la produccién de ERO de manera similar a como
lo hizo el antioxidante Trolox y ademas este efecto parece ser dependiente a la
concentraciéon de los acidos grasos (Fig. 10-b y 11-b). Esto sugiere que probablemente
estos acidos grasos puedan estar actuando como antioxidantes o influyendo en la

activacion de los mecanismos antioxidantes propios de la célula.

Schoénfeld y Wojtczak (2007), observaron que el AA es capaz de inhibir las ERO debido a
su accion protonofora en la mitocondria en el complejo 1 (NADH-deshidrogenasa), de esta
forma es posible que permita que la cadena de transporte de electrones regrese a su

estado normal y de asi inhibir el efecto perjudicial producido por la alta glucosa.

Con respecto al DHA se ha visto que tiene efectos antioxidantes; Rotstein et al. (2003) en
un cultivo de neuronas de retina de rata observaron que el DHA tenia un efecto inhibidor
en la produccion de ERO vy la apoptosis inducida por estas, y sugieren que es probable
que este efecto se deba a la modulacion de la fluidez de la membrana mitocondrial
bloqueando de esta manera el desacoplo de la cadena de electrones y por otro lado es

posible que active los mecanismos antioxidantes propios de la célula.

Sin embargo también se ha reportado que ambos acidos grasos, pueden secuestrar las
ERO debido a la presencia de las insaturaciones y su ubicacién en las membranas
mitocondriales, lo cual se ha sugerido de alguna manera podria desencadenar los
mecanismos antioxidantes de la célula a través de la induccién de enzimas anti oxidativas
como la SOD (superoxido dismutasa) y GPx (glutation peroxidasa) y/o liberarse de las

membranas, reaccionar con las ERO y sufriendo peroxidacion lipidica (Richard et al.,
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2008; Rotstein et al., 2003; Schonfeld y Wojtczak, 2007; Wang et al., 2004), por lo que
seria importante evaluar los mecanismos por los cuales estos acidos grasos inhiban las
ERO en presencia de alta glucosa o de un ambiente oxidante ya sea por peroxidacion

lipidica o por induccion enzimatica.

Ademas la inhibiciéon de las ERO por parte del DHA y el AA bajo altas concentraciones de
glucosa en las células osteoblasticas, puede ser un mecanismo de accion por medio del
cual el DHA y AA tengan efecto en la biomineralizacién al inhibir la activacion de la
fosfolipasa C y de este modo inhibir la salida de calcio intracelular. Por lo que también

seria importante evaluar la actividad de la Fosfolipasa C, la GPx y la SOD.

En este estudio también se evalud el efecto del DHA y AA en la produccién de 6xido
nitrico (NO) la cual es una molécula que dependiendo de su concentracién en hueso,
puede regular el metabolismo 6seo. Cuando se encuentra en bajas concentraciones,
promueve la activacion de los osteoblastos e inhibicién de los osteoclastos (Riancho et al.,
1995). Este NO es liberado por los osteoblastos y regula directamente la actividad
osteoclastica, modulando la expresion de citocinas pro-inflamatorias, incrementando el
estrés oxidativo o produciendo un desequilibrio en la via RANK/RANKL/OPG, lo que
sugiere un papel importante sobre la osteoclastogénesis y la resorcion 6sea cuando se
encuentra en altas concentraciones (Kruger et al., 2010). Sin embargo se conoce muy
poco sobre el efecto de la alta glucosa y su combinaciéon con DHA o AA en la produccién

de NO en osteoblastos.

Nosotros observamos que con alta concentracion de glucosa (24mM) los nitritos
disminuyen al igual que con los grupos con peroxido de hidrogeno y LPS (Fig. 12). En
otros estudios en células del sistema vascular, se ha demostrado que altas
concentraciones de glucosa puede reducir las concentraciones de NO por medio del
aumento de la degradacion oxidativa producido por el aumento en la produccion de ERO
formando peroxinitritos, lo cual no es detectable por el método que utilizamos y concuerda
con lo observado con LPS y perdxido de hidrogeno. Por otro lado esta inhibicién puede
ocurrir por aumento de la dimetil-arginina asimétrica (ADMA) la cual es un inhibidor
competitivo endégeno de la NO sintasa (NOS) producido en el citoplasma de todas las
células incluyendo osteoblastos y esta ADMA se ha visto que puede incrementarse en

condiciones de alta glucosa (Lin et al., 2002; Xiao et al., 2001).
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En estudios experimentales se ha observado que la adicién exdgena de ADMA inhibe la
produccion de NO en tejido arterial (Bdger, 2004) y en macréfagos J774 estimulados con
LPS (Bdger, 2004). Lo anterior podria sugerir que los efectos de las altas concentraciones
de glucosa (24mM) y LPS sobre la inhibicion del NO en estas células podria deberse al

incremento de la ADMA, sin embargo se necesitan realizar mas estudios al respecto.

Con respecto a las células tratadas con ambos acidos grasos (DHA y AA) en condiciones
de normo-glucosa (5.5mM), en las dos concentraciones utilizadas parecen incrementar los
nitritos aunque solos se observaron diferencias significativas con DHA a la concentracién
de 20uM (Fig. 12-a), y por otro lado en combinacion con alta glucosa observamos que
tanto el AA como el DHA incrementan la concentracion de nitritos similar a como lo hace

el Trolox y mas aun que el grupo con normo-glucosa (24mM) (Fig. 12-b).

Estos resultados coinciden con lo reportado anteriormente en otros estudios. Priante et
al., 2005, reportan que el AA incrementa la producciéon de nitritos en osteoblastos de
humano a través de la sobreexpresion de iINOS la cual es inducida por el aumento en la
expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 y 6 y TNF-a en los osteoblastos. Sin
embargo se esperaria que el LPS también lo incrementara ya que se sabe que estimula la
produccion de citocinas pro-inflamatorias en estas células (Garcia-Hernandez et al.,
2012).

Ademas se ha propuesto que concentraciones elevadas de NO asociado a iINOS puede
incrementar la resorcion ésea mediante la promocién de la formacion y actividad de los
osteoclastos y la supresién de la proliferacion de osteoblastos, ademas de incrementar la
formacion de ERO y se ha informado que el AA, incrementa la expresion del mRNA de la
iINOS (Priante et al., 2005; Kruger et al., 2010). Por lo que es importante determinar la
expresion de la sintasa de 6xido nitrico y mediadores inflamatorios como la IL-6, TNFa y
MCP-1.

Por otro lado el DHA se ha reportado que puede incrementar la expresién de eNOS, el
cual se ha asociado con la promocion de la proliferacion de osteoblastos y en la

prevencion de la osteoporosis (Priante et al., 2005; Kruger et al., 2010).

El incremento de nitritos en los grupos tratados con DHA coinciden con otros estudios en

donde se ha reportado que este acido graso incrementa la expresion de eNOS, a través
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del aumento en la fosforilacion de la Serina 1177 (Ser1177) en eNOS (Gousset-Dupont et
al., 2007), por un aumento en la actividad de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK), AKT/cinasa y la proteina de choque térmico 90 (HSP90) (Stebbins et al., 2008).

Se ha observado que la (AMPK) fosforila a eNOS en la Ser1177, la cual activa a esta
enzima (eNOS), y se ha observado que la secuencia de aminoacidos que rodea a la
Ser1177 se asemeja al sitio de reconocimiento de AKT/cinasa lo cual sugiere que la
AKT/cinasa puede fosforilar y activar directamente a eNOS incrementando su actividad en
la célula. (Michell et al., 1999). Por otro lado la proteina HSP90 también regula la
fosforilacion de la eNOS en Ser1177 y modula la posterior produccion de NO endotelial.
HSP90 mantiene a la enzima en un estado acoplado en el que eNOS produce 6xido
nitrico y no anion superoéxido, de este modo la produccién de 6xido nitrico es proporcional
a la fosforilacion de eNOS (Amour et al., 2009).

Es posible que el efecto que nosotros observamos en este trabajo con ambos acidos
grasos sobre la produccion de NO se deba a los mecanismos antes mencionados, sin
embargo es importante que se tome en cuenta que la mayoria de estos estudios se
realizan sobre células cardiovasculares y no existen estudios en osteoblastos, por lo que
sugerimos realizar estudios mas a fondo con respecto a estas vias de fosforilacién de
eNOS vy la actividad de AMDA en osteoblastos para poder dilucidar mejor el o los
mecanismos por los cuales estos acidos grasos estén teniendo el efecto observado en

este trabajo en modelo experimentales con células dseas.
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10. CONCLUSIONES

e El acido docosahexaenoico regula la formacién de los nédulos de mineralizacion y
el metabolismo de las células osteoblasticas humanas debido a que:

o Normaliza la formacion y distribucion de la matriz mineral y de calcio
depositado en cultivo.

o Disminuye la produccion de especies reactivas de oxigeno similar al
tratamiento con el antioxidante Trolox.

o Incrementa la produccién extracelular de nitritos.

e El efecto del 4cido araquiddnico aun no es claro ya que parece tener efecto sobre
las alteraciones sobre la formaciéon de mineral y el metabolismo de los
osteoblastos provocadas por niveles elevados de glucosa debido a que:

o Regula la formacion y distribucion de los cristales de hidroxiapatita y la
deposicion de calcio.

o Inhibe de manera importante la produccion de especies reactivas de
oxigeno.

o Incrementa la produccion de nitritos.

o Por otro lado este acido graso podria intensificar los efectos adversos de
niveles elevados de glucosa con respecto a la calidad del mineral ya que:

o Aumenta de manera importante la actividad de la ALP.

En general ambos acidos grasos tienen efectos sobre la biomineralizacion y el
metabolismo de los osteoblastos en condiciones de alta glucosa, sin embargo los efectos
del DHA son mas alentadores con respecto a su utilizacion como un posible tratamiento

para tratar la osteopatia diabética en un futuro.

50



11. PERSPECTIVAS

Es importante investigar los mecanismos por los cuales el AA y el DHA estén teniendo los
efectos reportados en este trabajo sobre la biomineralizacion para dilucidar si su efecto
puede perjudicial o benéfico. Para esto seria de gran relevancia determinar la calidad de
los cristales de hidroxiapatita producidos por los osteoblastos tratados con DHA o AA en
combinacion con ambas concentraciones de glucosa asi como evaluar la actividad de la

ALP a tiempos mas tempranos.

Seria relevante estudiar los mecanismos por los cuales ambos acidos grasos inhiben la
produccion de ERO en este tipo celular ya que se ha sugerido que el estrés oxidativo
producido por la hiperglucemia puede ser un blanco terapéutico. En este sentido seria
importante evaluar el efecto de estos &cidos grasos sobre las enzimas antioxidantes

celulares y sobre el transporte en la cadena de electrones.

Ademas estudiar la actividad enzimatica de las sintasas de 6xido nitrico con los acidos
grasos en combinacién con ambas concentraciones de glucosa para determinar la enzima
por la cual afectan especificamente la produccién de NO ya que permitiria entender mejor

el papel del DHA y AA en el tratamiento de patologias dseas.

Es importante determinar el efecto de estos acidos grasos sobre la produccion de PGE2 y
mediadores proinflamatorios en osteoblastos bajo condiciones de alta glucosa ya que se
han propuesto como importantes para el metabolismo oseo y como un posible blanco

para el tratamiento de patologias 6seas asociadas a diabetes.

Asi mismo seria de gran interés estudiar el efecto de una mezcla de DHA y AA sobre la

biomineralizacién y produccién de NO y ERO en condiciones de alta glucosa.
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