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RESUMEN

INTRODUCCION: Se ha reportado que la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) aumenta el riesgo de desarrollar
osteopatias como osteoporosis, osteopenia y periodontitis. Se ha observado en modelos in vitro con osteoblastos
humanos, que la hiperglucemia provoca un aumento en el depdsito de mineral, una disminucion en la calidad de
los cristales depositados, alteraciones en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), y un incremento de citocinas
pro-inflamatorias. Por lo que, es importante contar con tratamientos eficaces y accesibles que atenten los efectos
negativos de la concentracion alta de glucosa sobre la biomineralizacién. Proponemos al acido docosahexaenoico
(DHA) como un posible tratamiento adyuvante, debido a que se ha asociado con efectos benéficos en hueso y en
la funcién de los osteoblastos en condiciones fisiolégicas. En investigaciones previas realizadas en el laboratorio,
observamos que el DHA normaliza la formacion y distribucion de la matriz mineral, la cantidad de calcio depositado
y disminuye la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) en osteoblastos humanos cultivados con
24 mM de glucosa y es posible que esta normalizacion se deba a su efecto antioxidante a través de la via de NRF2.
OBJETIVO: Determinar los efectos del DHA sobre las alteraciones causadas por una concentracion alta de glucosa
en la sintesis de la matriz extracelular, el proceso de biomineralizacion y los mecanismos antioxidantes en células
osteoblasticas humanas. MATERIAL Y METODOS: los experimentos se realizaron en una linea celular de
osteoblastos fetales de humano (hFOB 1.19.). Se determind el efecto del DHA en condiciones de normo-glucosa
(5.5 mM de glucosa), y glucosa alta (24 mM de glucosa), sobre la matriz organica analizando la sintesis y
distribucion de la coldgena tipo 1 (Coll), a través de la tincidn con rojo sirio picrico; la produccién de osteocalcina
(OCN), por “InCell Western”; la produccion de sialoproteina ésea tipo Il (BSP-II), por “western blot”, y la actividad
especifica de la ALP un ensayo enzimatico. La calidad del mineral y la forma en la que se mineraliza la matriz
organica se analizaron por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR), y la concentracidn extracelular
del RANK-L se determind por ensayos de ELISA. Finalmente, para determinar los mecanismos antioxidantes, se
evaluo la expresion del mRNA de NRF2, superéxido dismutasa (SOD), y glutation peroxidasa (GPx) por RT-PCR,
y se evalud la actividad enzimética de la SOD y GPx por un ensayo enzimatico. RESULTADOS: Se observo que
el DHA con 24 mM de glucosa normalizé la sintesis y distribucién de la Coll, incrementé la produccién de BSP-II
y disminuyé la actividad de la ALP a niveles basales; sin embargo, no cambié los niveles de OCN en comparacion
con las células cultivadas solo con 24 mM de glucosa. Con respecto a la calidad del mineral y la mineralizacién de
la matriz organica observamos que el DHA en condiciones de glucosa alta, restauré la calidad del mineral y la
forma en la que se mineraliza la matriz organica y disminuyé parcialmente los niveles del RANK-L. Con respecto
al mecanismo antioxidante los datos revelaron que el DHA incrementa la expresion del mRNA del NRF2 en
condiciones de glucosa alta, pero no produjo cambios en la expresion o en la actividad enzimatica de las enzimas
SOD y GPx. CONCLUSIONES: El tratamiento con DHA contrarresta los efectos adversos de la concentracion alta
de glucosa en la matriz organica, mineral y en la calidad de los cristales; ademas, es posible que reduzca el estrés

oxidativo provocado por las concentraciones altas de glucosa a través de la via antioxidante del NRF2.



ABSTRACT

BACKGROUND: DMT?2 increases the risk of osteopathies such as osteoporosis, osteopenia and periodontitis. It
has been observed that hyperglycemia causes an increase of the mineral deposit, a decrease in the quality of
deposited crystals, alterations in the activity of the ALP, and an increase of pro-inflammatory cytokines. Therefore,
it is important to have effective and accessible treatments that attenuate the negative effects of high glucose
concentration on biomineralization. We propose DHA as a possible treatment since it has been associated with
beneficial effects on bone and osteoblasts function under physiological conditions. We have previously observed
that DHA normalizes the formation and distribution of the mineral matrix, the amount of calcium deposited and
decreases the overproduction of ROS in human osteoblasts cultured with 24 mM of glucose and it is possible that
this normalization is due to its antioxidant effect through NRF2 pathway. OBJECTIVE: To determine the effects of
DHA on alterations caused by high glucose concentration in extracellular matrix synthesis, the biomineralization
process and antioxidant mechanisms in human osteoblastic cells was determined. MATERIALS AND METHODS:
The experiments were performed on a human fetal osteoblast cell line (hFOB 1.19.). We determined the effect of
DHA on normo-glucose conditions (5.5 mM) and 24 mM of glucose on the organic matrix by analyzing the synthesis
and distribution of Coll by PicroSirius red stain. The production of OCN by InCell Western, the production of BSP-
Il by western blot and the specific activity of the ALP by an enzymatic assay; the quality of the mineral and the
mineralization of the matrix was analyzed by FTIR. Also, extracellular concentration of RANK-L was determined it
by ELISA. Then expression of the mRNA encoding NRF2, SOD and GPx by RT-PCR was evaluated to determine
the antioxidant mechanisms and the enzymatic activity of SOD and GPx was evaluated by catalysis of its substrate
by spectrometry. RESULTS: It was observed that DHA prevent the effects of 24 mM of glucose: normalized the
synthesis and distribution of Coll, increased the production of BSP-Il and normalized the activity of ALP, however,
the levels of OCN were not significantly different, compare with cells cultured with 24 mM glucose. In relation to
mineral quality and organic matrix mineralization, we observed that DHA with high glucose restored the quality of
the mineral and the way in which the organic matrix was mineralized and partially lowered RANK-L levels. Regarding
the antioxidant mechanism, the data revealed that DHA increases NRF2 mRNA expression in high glucose
conditions but did not produce changes in the expression or in the enzymatic activity of the SOD and GPx enzymes.
CONCLUSIONS: DHA treatment counteracts the adverse effects of high glucose concentration on the organic
matrix, mineral and crystal quality and might reduce the oxidative stress caused by high glucose concentrations

through the antioxidant pathway of NRF2.



1. INTRODUCCION

1.1. El tejido 6seo.

El hueso es un érgano altamente dinamico y especializado que cumple funciones de soporte,
de proteccion y metabdlicas (1), y en mamiferos esté dividido en hueso cortical o denso y hueso
trabecular o poroso (2). Ambos tipos de tejido 6seo estan constituidos por una parte organica,
conformada por células especificas del hueso como los osteoblastos, osteocitos, osteoclastos
y células del revestimiento; una gran variedad de proteinas de las que destacan por su
participacion en la formacion del hueso la coldgena tipo | (Coll), y proteinas no colagenas como
sialoproteina 6sea (BSP), osteocalcina (OCN), y proteina morfogenética 6sea (BMP) que
conforman la matriz extracelular organica. Esta matriz organica se combina con una matriz
inorganica mineralizada que le confiere rigidez y dureza, compuesta en su mayoria por cristales
de hidroxiapatita (HAP: Cas (POa4)3(OH)) (3, 4).

El hueso depende de una reparacién constante denominada remodelado 6seo, que se basa en
la accion de las poblaciones de células de resorcion (osteoclastos), y formacion (osteoblastos)
con el fin de reemplazar el hueso viejo por hueso nuevo y asegurar de esta manera la integridad
mecanica del esqueleto y la regulacion de la homeostasis del calcio y del fésforo (5, 6). Este
proceso esta altamente regulado por factores locales y sistémicos, y un desequilibrio significaria

la pérdida 6sea acelerada o sindromes de compresion (6).

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 formacién completa de matriz osteoide (6, 7),
de tal manera que aproximadamente el 20% del esqueleto es reemplazado en un afio (7). El
proceso de remodelado 6seo se puede dividir en cuatro etapas: activacion, resorcion, invasion

y formacién (Fig. 1).
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Fig. 1. Proceso de remodelado 6seo. Se esquematizan las cuatro etapas activas del remodelado 6seo (activacion, resorcién, invasion y
formacion), y la etapa de quiescencia. Un estimulo activa a los osteocitos y osteoblastos para que secreten citocinas que inducen la formacion y
activacion de los osteoclastos, que una vez activados se adhieren al hueso y degradan la matriz organica. En esta etapa se liberan factores de
crecimiento almacenados en la matriz osteoide que inducen la diferenciacion de los pre-osteoblastos. Después comienza la etapa de invasion por
células mononucleares que limpian la cavidad de remodelado. Posteriormente los osteoblastos migran a esta cavidad y sintetizan matriz organica
y matriz mineral compuesta por hidroxiapatita. Una vez que la sintesis de matriz osteoide finaliza, los osteoblastos se transforman en células del
revestimiento o en osteocitos. IL-6: interleucina 6; IL-1B: interleucina 1-B; RANK-L: ligando del receptor activador del factor nuclear; TNF-a: factor
de necrosis tumoral alfa; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos; IGF: factor de crecimiento similar a la insulina; TGF-8: factor de
crecimiento transformante 3; BMP: proteina morfogenética ésea; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; PDGF: factor de crecimiento derivado

de plaquetas; Col1: colagena tipo |; OCN: osteocalcina; BSP: sialoproteina 6sea; HAP: hidroxiapatita; OPG: osteoprotegerina. Elaboracion propia.



La etapa de activacion comienza con un estimulo que puede ser mecanico, fisico u hormonal.
Este estimulo activa a los osteocitos y osteoblastos para que secreten citocinas como
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1-B (IL-1pB), el ligando del receptor activador del factor nuclear
NF-kB (RANK-L), factores de crecimiento como el factor de crecimiento insulinico (IGF), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factores estimulantes de colonias como el factor estimulante
de colonias de macrofagos (M-CSF), y el factor estimulante de colonias de monocitos y
granulocitos (MG-CSF). Todas estas moléculas inducen el reclutamiento y fusion de las células
mononucleares para la formacion de los osteoclastos y su activacion (8-10).

La etapa de resorciébn comienza una vez que los osteoclastos son activados, lo que ocurre
principalmente a través de la unién del RANK-L con su receptor, que activa la via de NF-k3 (11).
Una vez activados, los osteoclastos se adhieren al hueso a través microvellosidades que forman
una estructura denominada borde en cepillo (12), lo cual permite formar un area de sellado en
donde secretan hidrogeniones (H*) e iones de CI- que facilitan la disoluciéon del mineral y crea
las condiciones de pH ideales para la accién de las enzimas lisosomales como catepsina K, la
fosfatasa &cida resistente al tartrato (TRAP), y metaloproteinasa-9 de matriz (MMP-9) para

degradar la matriz organica (10, 13)

Tras finalizar su funcion, los osteoclastos entran en apoptosis y dejan una cavidad denominada
espacio de Howship, el cual puede variar entre 40 y 60 um de profundidad (4). Durante la
resorcion 6sea, se liberan factores de crecimiento como el IGF, el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), BMP, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), los cuales se almacenan en la matriz osteoide e

inducen la maduracién de los pre-osteoblastos (13).

Después del proceso de resorcidn, comienza la etapa de invasion por células mononucleares
de tipo macroféagico que limpian la cavidad de remodelado fagocitando los restos celulares y

minerales y formando la linea de cementacion sobre la que se depositara el hueso nuevo (12).

La etapa de formacién comienza con la maduracion de los pre-osteoblastos que se induce por
factores de crecimiento (IGF, TGF-B, BMP, FGF, PDGF) que activan vias de sefalizacion como
MAP cinasas, Wnt y SMAD 2/3 (14), que llevan a la translocacién de los factores de
transcripcion Runx2, DIx5 y Osterix al ndcleo. Asi mismo, Runx2 induce la transcripcién de la

Coll, ALP, BSP y OCN (13). El osteoblasto totalmente diferenciado se caracteriza por la co-
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expresion de la fosfatasa alcalina (ALP), y Coll, que son importantes para la sintesis de la

matriz organica y su posterior mineralizacion (3, 4).

Una vez que los osteoblastos se han diferenciado, comienzan a sintetizar una matriz organica
constituida principalmente por Coll, proteoglicanos (decorina), y proteinas como la OCN y BSP,
las cuales son altamente afines al calcio y se encargan de nuclear las moléculas de fosfato de
calcio para formar y fijar la HAP a la matriz organica. Conforme los osteoblastos realizan estas
funciones, inhiben la actividad osteoclastica por medio de la liberacién de osteoprotegerina
(OPG) (6, 13).

Cuando la sintesis de la matriz osteoide 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), el FGF y esclerostina, que controlan la
formacion de hueso y el metabolismo del fosfato (3, 6, 12) (Fig. 2).
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Fig. 2 Proceso de formacion 6sea. Esquema en donde se detalla la maduracion de los osteoblastos y la
formacién de la matriz osteoide. El proceso de formacién inicia con la maduracién de los pre-osteoblastos a
osteoblastos inducida por factores de crecimiento. Cuando los osteoblastos estan diferenciados, comienzan a
sintetizar una matriz organica constituida por Coll y proteinas como la OCN y BSP, que se encargan de nuclear
las moléculas de fosfato de calcio para formar y fijar la HAP a la matriz organica. Cuando la sintesis de la matriz
osteoide finaliza, los osteoblastos se transforman en células del revestimiento o bien, pueden quedar enterrados
en el hueso, transformandose en osteocitos que expresan DMP1, el FGF y esclerostina, que controlan la formacion
de hueso y el metabolismo del fosfato. IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1; TGF: factor de
crecimiento transformante 3; BMP: proteina morfogenética 6sea; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; PDGF:
factor de crecimiento derivado de plaquetas; DMP1: proteina morfogenética de la dentina 1; BSP: sialoproteina

Osea; OCN: osteocalcina; HAP: hidroxiapatita. Elaboracién propia.

El proceso de remodelado 6seo es regulado principalmente a traves de la via RANK-
L/RANK/OPG. En esta via los osteoblastos y osteocitos promueven la diferenciacion de los
osteoclastos a través de la expresiéon de RANK-L que al unirse a su receptor en el precursor de
los osteoclastos activa su maduracion y diferenciacion. Por otro lado, también secretan OPG la
cual impide que el RANK-L se una a su receptor blogueando la diferenciacion del osteoclasto
(3, 4, 6). La pérdida en el balance en la produccion de OPG y RANK-L contribuye al desarrollo



de enfermedades 0seas como la osteoporosis (15). Esta via de regulacion del remodelado 6seo

se esquematiza en la figura 3.
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Fig. 3. Via RANK-L/RANK/OPG. El RANK-L secretado por los osteocitos y los osteoblastos se une con su receptor
en los macréfagos, pre-osteoclastos u osteoclastos, induciendo la fusiéon, maduracién de los precursores de los
osteoclastos o activando a los osteoclastos maduros, promoviendo la resorcion. Por otro lado, los osteoblastos y
osteocitos secretan también OPG, la cual se une al RANK-L impidiendo que este se una con su receptor inhibiendo
de esta forma la resorcién. RANK-L: ligando del receptor activador del factor nuclear; RANK: receptor activador

del factor nuclear k3; OPG: osteoprotegerina. Elaboraciéon propia.



1.2. Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por hiperglucemia,
resistencia a la insulina y por una deficiencia absoluta o relativa en la secrecion de esta hormona
(16). Ademas, se presentan alteraciones en el metabolismo de los lipidos, carbohidratos y
proteinas (17, 18).

La DM es considerada una epidemia a nivel mundial; en el afio 2015, se diagnosticaron
alrededor de 415 millones de personas con diabetes y tan solo en México en el mismo afio, se
diagnosticaron alrededor de 11.4 millones de personas diabéticas (19), convirtiéndose en una
de las principales preocupaciones del sector salud; ya que ademas, representa la segunda
causa de muerte en nuestro pais (20). La DM aumenta el riesgo de desarrollar otros problemas
de salud que pueden provocar una discapacidad o la muerte (19), como cardiopatias,

retinopatias, neuropatias, osteopatias, falla renal y amputacion de las extremidades (21).
De acuerdo con la asociacién americana de diabetes (22), 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 destrucciéon de las células B pancreaticas y se caracteriza por la
deficiencia absoluta de insulina, cetoacidosis e hiperglucemia severa (22). Esta categoria

se subdivide en dos grupos:

o Diabetes autoinmune: caracterizada por la destruccion de las células 3 del
pancreas, a la presencia de autoanticuerpos para la insulina, para la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), para las tirosinas fosfatasas IA-2, IA-2b y para
el transportador de zinc 8 (ZnT8) de los islotes de Langerhans. También se asocia
a genes del antigeno leucocitario humano (ALH) incrementando la respuesta
autoinmune y puede desarrollarse debido a factores ambientales atn no definidos
(22, 23).

o Diabetes idiopética: es poco frecuente y se asocia a personas con descendencia
africana o asiatica. Puede presentarse insulinopenia permanente, cetoacidosis
episadica, no se sabe que lo causa, carece de marcadores de autoinmunidad para

las células B y no tiene asociacion con el ALH (22).



Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): representa del 90-95% de las personas con diabetes,
se caracteriza por resistencia y deficiencia relativa de insulina y por hiperglucemia. La
mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes son obesos y con habitos sedentarios,
lo cual provoca el desarrollo de la resistencia a la insulina, el incremento en los niveles
de glucosa en sangre y con el paso del tiempo provoca una falla en la funcién de las

células B pancreaticas y el déficit en la produccién de la insulina (22, 23).
Otros tipos especificos de diabetes

o Defectos genéticos de las células B: se caracteriza por la aparicion de
hiperglucemia a una edad temprana y por la produccion de insulina deteriorada

con efectos minimos o nulos (22).

o Problemas pancreaticos: cualquier proceso que dafia de forma difusa el pancreas

puede causar diabetes tales como pancreatitis, trauma, infeccion, etc. (22).

o Endocrinopatias: Varias hormonas (p. ej. la hormona del crecimiento, cortisol,
glucagon y epinefrina) pueden antagonizar la accion 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 regresan

a su estado basal (22, 23).

Diabetes mellitus gestacional: inicia después del tercer trimestre de 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 gestacion (22, 24).



1.3. Diabetes mellitus y las alteraciones sobre el metabolismo 0seo.

La DM se ha asociado con complicaciones cronicas que afectan a multiples sistemas incluyendo
el hueso (25). Entre las primeras complicaciones esqueléticas provocadas por la DM no
controlada incluyen sindrome del pie diabético, artropatia de Charcot, periodontitis, osteopenia
y osteoporosis (26). Estas complicaciones pueden ser causadas por la deficiencia y resistencia
de insulina, la hiperglucemia, productos finales de glicacion avanzada (AGE’s), y al incremento
en la produccion de citocinas y adipocinas (27).

La osteoporosis es la enfermedad 0sea metabdlica mas frecuente en pacientes con DM (26).
Los pacientes con DMT1 presentan una reduccion en la masa y formacién 6sea, inhibicion de
la actividad de los osteoblastos e incremento en la resorcion (28), y se ha mencionado que el
50% de los pacientes con DMT1 desarrollan osteoporosis (29). Por otro lado, los pacientes con
DMT?2 presentan un incremento de la densidad mineral 6sea (DMO) en comparacion con los no
diabéticos (30); sin embargo, presentan huesos muy fragiles y una mayor incidencia de fracturas
que se debe a una disminucion de la calidad mineral del hueso y al incremento de AGE’s (26,
31).

Se ha propuesto que las alteraciones Oseas asociadas a la DMT2 se deben en gran medida al
incremento en los niveles de glucosa (31-35), al promover la glicosilacibn no enziméatica de
diversas proteinas, principalmente de la colagena tipo 1 (Coll), lo 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 0sea a traves del incremento en la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1(3, IL-6 y el RANK-L, asi como de la prostaglandina E2

(PGE2), que activan e inducen la maduracion de los osteoclastos (26, 28, 36).

El incremento en la concentracién de glucosa, provoca un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), que pueden provocar la oxidacion de acidos nucleicos,
proteinas y moléculas sefializadoras, afectando de esta manera multiples procesos celulares
(37). Estas ERO, pueden alterar la actividad osteoblastica a través de una disminucién de los
marcadores de formacioén mineral (38), y por otro lado activan a la fosfolipasa C que incrementa
la salida de calcio, lo que se ha relacionado con una disminucion en la calidad de los cristales
de HAP (39).
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Otro factor que puede incrementar las complicaciones 0seas en pacientes diabéticos es la
deficiencia de insulina. En animales de laboratorio, esta deficiencia induce una disminucion en
la formacion de cristales de HAP, en la relacién calcio-fosfato y en el IGF-1, lo que podria
contribuir al dafio 6seo (26). 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
hipertension arterial, mientras que la adiponectina tiene propiedades antiinflamatorias, pero se

encuentra disminuida en individuos obesos y diabéticos (26).
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1.4. El acido docosahexaenoico.

El acido docosahexaenoico, es un acido graso poliinsaturado de la familia omega-3 (w-3).
Esta familia de acidos grasos se caracteriza por la presencia de un doble enlace en el tercer
carbono desde el extremo metilo terminal y son considerados esenciales, ya que los humanos
no poseemos la desaturasa w-3, que es necesaria para afadir un doble enlace en el carbono
15 desde el extremo carboxilo terminal de un acido graso de cadena larga y por lo tanto no
podemos sintetizar el acido a-linolénico (ALA; C18: 3 A9,12,15) que es el precursor de los

demas acidos grasos w-3 (40).

Los &cidos grasos derivados del ALA son el acido eicosapentaenoico (EPA, C20: 5 A5, 8, 11,
14,17), y el acido docosahexaenoico (DHA, C22: 6 A4, 7, 10, 13, 16,19) que son menos
abundantes en la dieta, encontrandose principalmente en el aceite de pescado y en unas
cuantas semillas (41). El DHA se sintetiza a través de procesos de elongacién y desaturacioén y
se metaboliza a través de las vias de la lipooxigenasa (LOX), y ciclooxigenasa (COX) para que
se generen docosatrienos, neuroprotectinas y resolvinas de la serie D (Fig. 4), las cuales tienen
potentes efectos antiinflamatorios y promueven el correcto funcionamiento del sistema nervioso
(SN) (42).

La sintesis de DHA es baja en comparacion con otros acidos grasos poliinsaturados como los
del w-6, debido a que existe una competencia por la enzima desaturasa A6, de tal manera que
una alta ingesta de acidos grasos w-6 interfiere con la desaturacion y elongacion del ALA (41,
43).

En los ultimos afios, el DHA ha tomado importancia terapéutica debido a que su consumo tiene
efectos benéficos sobre la salud de diversos sistemas como el nervioso, el cardiovascular y el
sistema 0seo. Por ejemplo, en el sistema nervioso se ha observado que incrementa su
desarrollo en neonatos, puede incrementar la agudeza visual, la diferenciacion neuronal, la
sinapsis y es capaz de mejorar la salud de pacientes con psicosis, Alzhéimer, depresion y
retinopatia y neuropatia diabética (44); asi mismo, también se han observado efectos benéficos
en el sistema cardiovascular, al mejorar la modulacion de la funcion plaquetaria, la funcion

endotelial y la cardiopatia diabética (45).
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Con respecto al hueso, se ha observado que puede mejorar la salud general del hueso,
incrementando la DMO en humanos (46) y en animales experimentales (47), y mejora el proceso
de biomineralizacién (48); ademas, se ha asociado con efectos benéficos para el tratamiento

de la osteoporosis (49) y la perdida de hueso alveolar en la enfermedad periodontal (50).
Metabolismo de los acidos grasos poli-insaturados w-3
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Fig. 4. Metabolismo de los acidos grasos w-3. Se esquematiza la sintesis de los AGPI w-3 a través de procesos
enzimaticos de desaturacion y elongacioén, asi como los principales metabolitos que derivan de cada uno de ellos.
COX: ciclooxigenasa; LOX: lipooxigenasa; ROS: especies reactivas de oxigeno. Modificada de Kruger et al.,

2010.
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2. ANTECEDENTES

Entre las alteraciones asociadas a la DMT2 y a la hiperglucemia, se encuentra el desarrollo de
osteopatias como osteoporosis, osteopenia y la pérdida de hueso alveolar en la periodontitis;
por lo que varios estudios, se han enfocado en estudiar las alteraciones que causa el incremento

en los niveles de glucosa sobre el metabolismo éseo.

Garcia-Hernandez et al., (2012) (39), evaluaron el efecto de concentraciones elevadas de
glucosa en la biomineralizacion y en la expresion de mediadores pro-inflamatorios en células
osteoblasticas humanas. Observaron que niveles de glucosa similares a los presentes en
pacientes diabéticos cronicos no controlados (24 mM) alteran la sintesis de matriz mineral, al
provocar un aumento en el depésito de mineral, con una disminucion en la relacion Ca/P en los
cristales formados disminuyendo su calidad; asi mismo, provoca una disminucion en la actividad
especifica de la ALP y un incremento en la expresion del mRNA de IL1-B, IL-6, IL-8 y proteina
guimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1), los cuales estan relacionados con el aumento en la
reabsorcion ésea y en la alteracion del proceso de biomineralizaciéon, lo que puede repercutir

directamente en el desarrollo de osteopatias como la osteoporosis.

Ademas, el incremento en los niveles de glucosa puede inducir la sintesis de mediadores pro-
inflamatorios como la PGEz, la cual se ha reportado tiene efectos duales en hueso. Se ha
reportado que la administracién con 350 nM de PGE:z, incrementa la actividad de la ALP, la
formacion de Coll y la formacion de nédulos de mineralizacion en cultivo primario de
osteoblastos de rata (51), y se ha observado que la PGE: puede incrementar la osteogénesis y

la masa 6sea en hueso trabecular en ratas (52, 53).

Por otro lado, la PGE:2 puede incrementar la actividad osteoclastica a través de la induccion de
citocinas pro-inflamatorias como el RANK-L y la inhibicién en la sintesis de OPG en osteoblastos
primarios (54), y se ha reportado que la administracion intraperitoneal con 6 mg/Kg de PGE2 en
ratas, incrementa los niveles de OCN en suero, lo cual indica un incremento en la resorcion
(53).

Con respecto a la matriz organica, el incremento en los niveles de glucosa puede alterar la

composicion de la matriz extracelular. Saito et al., en 2006 (55), reportaron que en huesos de
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ratas diabéticas, se presenta un incremento en el entrecruzamiento de la Coll provocado por la
acumulacion de AGE’s y observaron una marcada disminucion en la rigidez y elasticidad de
estas fibras en comparacion con ratas sanas, lo que puede contribuir a la disminucién de la
calidad del hueso y el incremento en el riesgo de fractura. Ademas, McCarthy et al., en 2001
(56), evaluaron los efectos de la incorporacion de Coll glicada sobre la actividad de
osteoblastos MC3T3-E1, observando un incremento en la proliferacion celular, una disminucion
en la actividad de la ALP y una alteracion en la distribucion del mineral depositado. Lo que indica
que las alteraciones en la biomineralizacion provocadas por el incremento en los niveles de
glucosa pueden deberse en parte al incremento en la glicaciéon no enzimatica de las proteinas
de la matriz extracelular, afectando su estructura, su funcidén y su asociacidon con otras proteinas
como la BSP y OCN.

Asi mismo, se ha observado que las concentraciones altas de glucosa, también inducen un
incremento en la produccion de ERO en células mesangiales, epiteliales (57) y en cultivo
primario de osteoblastos de rata (58), y se ha propuesto que pueden ser una de las principales
causas en las alteraciones sobre la biomineralizacion, metabolismo de los osteoblastos y en el

remodelado 6seo, provocadas por las concentraciones altas de glucosa (59, 60).

El incremento de las ERO puede alterar la actividad osteoblastica a través de una disminucién
de los marcadores de formacion mineral como Runx-2, ALP y BSP en osteoblastos MC3T3-E1
(61), y se ha observado en osteoblastos de conejo que el incremento de ERO, reduce la
produccion de la Coll, inhibe la translocacion de Runx2 al ndcleo e incrementa la translocacion
del factor de transcripcion NF-kB, asociado a procesos pro-inflamatorios y al incremento en la

resorcion (62).

Debido a toda esta evidencia acerca de los efectos negativos de las concentraciones altas de
glucosa sobre el metabolismo éseo, la matriz organica y la matriz mineral, es importante buscar

tratamientos que contrarresten estos efectos negativos en el proceso de biomineralizacion.

En este sentido, el incremento de DHA en la dieta, eleva la densidad mineral en la espina y
cadera de pacientes sanos (46), incrementa la densidad 0sea en general, y la densidad y el
namero de trabéculas éseas en ratones (47), ademas de inducir la maduracion de los

osteoblastos, reducir su apoptosis y la necrosis del tejido éseo (42, 63).
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Asi mismo, en la linea celular MC3T3-E1 de osteoblastos de ratdén, se observé que el
tratamiento con DHA incrementa la formacion de nédulos de mineral sin alterar su distribucion
(48) y que puede inhibir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias como IL1-$ e IL-6 en células
endoteliales y modelos animales (64) y a su vez inducir la produccion de IGF-1 que activa

directamente la actividad osteoblastica (65-67).

Con respecto al efecto del DHA bajo concentraciones altas de glucosa en el proceso de
biomineralizacion, también se ha observado efectos positivos. En un estudio previo realizado
en el laboratorio, observamos que el tratamiento con DHA es capaz de normalizar la formacion
y distribucion de la matriz mineral, la cantidad de calcio depositado y la sobreproduccién de
ERO en osteoblastos humanos cultivados con 24 mM de glucosa (68).

Es posible que esta normalizacidn en la mineralizacion sea en parte por un efecto antioxidante;
ya que, la disminucion del estrés oxidativo juega un papel importante en el proceso de
biomineralizacién y en el metabolismo de los osteoblastos (61). Se ha visto que el DHA tiene
un efecto antioxidante a través de la disminucion en la despolarizacion mitocondrial y
posiblemente por un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como Glutation
peroxidasa (GPx), y superéxido dismutasa (SOD) (69, 70); estas enzimas, pueden verse
incrementadas en respuesta a la translocacion del factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) que activa la
transcripcion del elemento de respuesta antioxidante (ARE) que es el principal mecanismo
antioxidante de las células. En células endoteliales de humano, se observé que el tratamiento
con 100 uM de DHA incrementa la expresién proteica del NRF2 y su acumulacion en el nucleo,
aumenta la transcripcién del ARE y el mRNA y la produccion proteica de la enzima antioxidante
hemo oxigenasa-1 (HO-1) (71).

Sin embargo, aun se desconoce el efecto del DHA sobre la calidad del mineral depositado, su
efecto sobre los marcadores de biomineralizacién y sobre la sintesis de las proteinas que
forman la matriz organica con concentraciones altas de glucosa, y si es a través de los
mecanismos antioxidantes, que lleva a cabo los efectos normalizadores que observamos

previamente (68).
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3. JUSTIFICACION

Las patologias 6seas en los pacientes con DMT2, son una de las complicaciones que se
presentan con frecuencia en estos pacientes, provocando un riesgo a la salud y la disminucion
en la calidad de vida. Se ha demostrado que el incremento en los niveles de glucosa afecta el
metabolismo 6seo y el proceso de biomineralizacion a través de la induccion de un estado
inflamatorio y oxidante. El DHA ha mos