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Resumen

El osteoclasto ha sido considerado clasicamente como una célula con una funcién exclusivamente remo-
deladora del hueso, de comportamiento gregario. Sin embargo, los avances que se han ido produciendo
en los Gltimos anos han ido cambiando drasticamente este concepto y, en el momento actual, sabemos
que esta célula multinucleada estd sometida a una compleja regulacion biologica, necesaria para ejercer
un papel multifuncional de dimensiones desconocidas.

Ademas de su participacion como la tnica célula capaz de reabsorber la matriz 6sea calcificada, el osteo-
clasto forma parte de los elementos celulares efectores del sistema inmunitario, una funcién ain poco cono-
cida pero esperable dada su pertenencia a la estirpe monocito-macrofagica. También comienza a ser cono-
cido su papel en otros procesos, tanto locales, como elemento colaborador en la osteoformacion y mante-
nimiento del nicho de células madre hematopoyéticas, como sistémicos.

En la presente revision se analizan los hallazgos mas destacados que se han producido en el conocimien-
to de la biologia del osteoclasto, con un contenido eminentemente practico y un enfoque dirigido a cono-
cer las posibles dianas moleculares que van a permitir mejorar el abordaje terapéutico de enfermedades
tan relevantes como la osteoporosis, la artritis o el cancer.
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Osteoclasts: much more than bone remodelling cells

Summary

The osteoclast has been considered classically as a cell with the exclusive function of bone remodelling,
with a gregarious behaviour.

However, advances which have been made in recent years have changed this concept drastically, and we
now know that this multinuclear cell is subject to complex biological regulation, necessary for it to exert
a multifunctional role of unknown dimensions.

In addition to its participation as the only cell capable of reabsorbing the calcified bone matrix, the oste-
oclast is one of the cellular elements effective in the immune system, a function still little-known but
expected, given its belonging to the monocyte-macrophage lineage. Its role in other processes, both local,
such as as a collaborative element in osteoformation and hematopoietic stem cell niche maintenance, and
systemic, is also beginning to be understood.

In this review the most significant findings contributing to our understanding of the biology of the oste-
oclast are analysed, with an eminently practical content and an approach aimed at understanding the pos-
sible molecular targets which will allow a better therapeutic treatment of such important diseases as oste-

oporosis, arthritis or cancer.
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Introduccién

Los osteoclastos (OC), como tUnicas células capa-
ces de extraer la matriz calcificada del hueso, son
los protagonistas de la delicada tarea de disolver
los cristales de fosfato calcico y digerir el colage-
no, a través de estructuras altamente especializa-
das'. Su papel patogénico en la induccion de la
excesiva resorcion osea observada en procesos
patolégicos como la osteoporosis?, la artritis® o el
cancer’ es esencial. Los destacados avances que se
han producido desde el comienzo del nuevo siglo
nos han permitido conocer los mecanismos inti-
mos que regulan la formacion, actividad y super-
vivencia del OC, abriendo nuevas posibilidades
para el diseno de firmacos con accion mas espe-
cifica que los previamente existentes.

En los altimos anos, el esfuerzo cientifico dedi-
cado a conocer la compleja maquinaria resortiva
ha crecido de forma exponencial, obteniéndose
grandes avances a través de tres lineas principales
de investigacion: 1) estudio de una serie de enfer-
medades genéticas, relacionando los fenotipos
observados con la disfunciéon detectada; 2) estu-
dios experimentales basados en la creacion de
modelos animales con un determinado gen anula-
do o sobre-expresado; y 3) mediante la obtencion
de precursores y células maduras en cultivo, ana-
lizando sus respuestas a diversos estimulos.
Teniendo en cuenta la importancia fundamental
del OC en la patogenia de enfermedades tan rele-
vantes como la artritis, osteoporosis y cancer,
junto a la enorme cantidad de informacion surgi-
da en el ultimo lustro, consideramos necesario
realizar una revision que actualice el conocimien-
to en este campo tan relevante.

Caracteristicas generales del osteoclasto
Los OC se localizan en la superficie interna de los
taneles de Havers del hueso cortical, en las trabé-

culas de diametro superior a 200 micras y en la
pared externa de los huesos, bajo el periostio.
Aunque se pueden encontrar precursores poten-
ciales en la sangre periférica, bazo y médula Osea,
las células maduras son muy raras fuera de las
superficies 6seas, excepto en situaciones patologi-
cas, como en el caso de los tumores de células
gigantes. En ausencia de situaciones especificas de
alto remodelado, como ocurre en las metafisis de
los huesos largos en crecimiento o en enfermeda-
des como el hiperparatiroidismo primario, los OC
son una poblacion escasa en el esqueleto ya que
solamente comprenden el 1-2% de las células
Oseas. Tienen una vida media de 2 semanas y, en
condiciones normales, después de este periodo
sufren apoptosis’.

A pesar de su rareza en las muestras de tejido
sin decalcificar, su morfologia es caracteristica
cuando se activan, lo que permite reconocerlos
facilmente como estructuras multinucleadas fuer-
temente polarizadas, con una region basal de
intercambio de senales externas y una zona unida
a la matriz calcificada a través de una estructura
denominada ribete en cepillo. Los OC se despla-
zan, mediante podosomas, sobre las superficies
calcificadas, donde una sola célula puede labrar,
de forma consecutiva, varias lagunas de Howship.
Poseen una serie de caracteristicas inmuno-histo-
quimicas que facilitan su identificacion, entre ellas
la expresion de fosfatasa acida resistente al tartra-
to (TRAP). Aunque se ha identificado mRNA de
TRAP en otros tejidos, como el rifion, intestino y
pulmon, asi como en macrofagos activados, esta
enzima continta siendo un marcador osteocldstico
fundamental cuya expresion aparece muy pronto,
inmediatamente antes de que el OC mononuclear
inicie los mecanismos de fusion, aumentando pro-
gresivamente desde las diferentes etapas post-
fusion hasta la madurez.
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Los OC pertenecen a la estirpe monocito-dendri-
tico-macrofigica, aunque, a diferencia de otros
miembros de la progenie, poseen la capacidad de
union al hueso a través de integrinas avf3 que
expresan en la superficie de podosomas y que tienen
la propiedad de interaccionar con proteinas de la
matriz, como la osteopontina y la vitronectina. Tras la
sefnal de activacion primaria, el OC multinucleado se
polariza y se enfrenta a la superficie 6sea a través de
estructuras especializadas que se denominan ribete
en cepillo, en cuyos extremos se encuentran las inte-
grinas que se van a unir a la matriz produciéndose el
sellado hermético de la laguna, un paso imprescindi-
ble para el intercambio de iones y proteasas necesa-
rio para la correcta resorcion 6sea.

La zona basolateral de la membrana no va a sufrir
cambios morfologicos relevantes, pero va a jugar un
papel mal conocido en la comunicacion celular y en
el transporte de iones. En el citoplasma osteoclasti-
co, existe una alta actividad de anhidrasa carbénica
II que provoca la disociacion del dcido carbonico
citosolico en protones (H) y bicarbonato (HCO3"),
siendo este ultimo intercambiado por cloro (Cl)
mediante un canal especifico, lo que permite la con-
servacion del estado isoeléctrico intra-celular. El pro-
ton se dirige al ribete en cepillo, donde una bomba
de protones dependiente de una ATPasa especifica
(H*-ATPasa) lo transporta a la laguna. En la vecindad
de esta bomba se sitda un canal i6nico (canal de
cloro 7, CIC7), que es un simple intercambiador de
iones que utiliza el gradiente de voltaje para conse-
guir la energia necesaria para el transporte a través
de la membrana. En concreto, este canal intercambia
2 ClI" por 1 H*, y su funcion es muy relevante en los
procesos de acidificacion lisosémica en general® y en
la resorcion 6sea en particular.

La pérdida de funcion del CIC7 es una de las cau-
sas mds frecuentes de osteopetrosis’ y constituye,
junto a la bomba de protones, una interesante diana
terapéutica® por el momento limitada por sus accio-
nes extraesqueléticas derivadas, sobre todo, del ries-
g0 de produccion de enfermedades lisosémicas’. En
la laguna, mediante la unién de estos 2 iones, se
forma 4cido clorhidrico, que acidifica el medio y pro-
voca la disolucion de la hidroxiapatita y la liberacion
de calcio y fosfato, manteniendo a la vez la carga
i6nica citoplasmatica en equilibrio. Por ultimo, a tra-
vés de los lisosomas, se segrega una cistein-proteasa,
la catepsina K, y una serie de metaloproteasas que,
finalmente, van a provocar la disolucion de la matriz
orginica. Los productos de degradacion resultantes
entran en el OC por endocitosis y son transportados
a la region baso-lateral en vesiculas ricas en TRAP y
liberados al exterior por exocitosis.

Formacién y activacion de los osteoclastos
Los osteoblastos (OB), de origen mesenquimal, resi-
den esencialmente en el tejido dseo y en la médula
Osea adyacente. Sin embargo, los OC y sus precur-
sores son una poblacion altamente dinamica, y los
mecanismos que controlan su migracion y llegada a
las superficies 6seas han emergido recientemente
como elementos fundamentales de la homeostasis
esquelética. Los OC proceden de las células madre

hematopoyéticas, las cuales van a dar lugar, a través
de progenitores mieloides, a los monocitos circulan-
tes y a los macréfagos tisulares®. El 6rgano diana va
a definir las caracteristicas finales de estas poblacio-
nes celulares emitiendo diferentes sefiales que van
a determinar sus diferentes cualidades morfol6gicas
y funcionales: células de Kipffer en el higado,
macrofagos alveolares en el pulmoén, microglia en el
sistema nervioso central, histiocitos en el tejido
conectivo, cé€lulas dendriticas y macrofagos en orga-
nos linfoides, y OC en el hueso. A pesar de que son
conocidas muchas propiedades de estas células
mieloides diferenciadas, fundamentalmente de su
estructura y funcion tisular, los mecanismos intimos
que gobiernan su diferenciacion y dinimica adn son
muy poco conocidos.

Migracion de los precursores

Se han detectado células de estirpe mononuclear
con capacidad de diferenciacion osteocldstica en
la médula 6sea y en el torrente sanguineo''.
Aunque no se conoce si existe una poblacion
mononuclear especifica precursora de OC, se sabe
que determinadas subclases de monocitos circu-
lantes y de células dendriticas, asi como las célu-
las progenitoras de la linea monocito-macrofigica
residentes en la médula Osea, tienen la capacidad
de transformarse en OC si son sometidas a deter-
minadas senales especificas®. Utilizando novedo-
sas técnicas de fluorescencia que permiten visua-
lizar el comportamiento celular in vivo, Kotani et
al., han mostrado recientemente que los OC
maduros situados en las superficies de resorcion
proceden de monocitos circulantes que migran a
las citadas regiones Gseas, donde sufren la fusion,
polarizacion y desarrollo de los elementos del
citoesqueleto que caracterizan a los OC activos™.

Las senales que atraen a la poblacién precurso-
ra circulante hacia las superficies 6seas comienzan
a ser conocidas, constituyendo un interesante
grupo de moléculas con interés terapéutico poten-
cial. Estas células, que deben expresar el RANK en
su membrana, van a ser atraidas hacia la médula
Osea o las superficies quiescentes, donde, tras
recibir la sefial RANKL, se transformarin en OC
maduros, polarizados y con el citoesqueleto carac-
teristico. Esta senal principal procede de las célu-
las mesenquimales medulares, de las células del
revestimiento o de los osteocitos situados en la
profundidad de la matriz calcificada.

La sefial RANKL es fundamental para la activacion
final del OC, aunque probablemente se ejecute Uni-
camente en el 6rgano diana, existiendo senales que
podriamos considerar “anteriores” que provocan la
migracion de los precursores desde la circulacion sis-
témica. Hasta el momento se han identificado varias
senales de reclutamiento, entre las que destaca la qui-
mioquina CXCL12, altamente expresada en cé€lulas
estromales situadas en las regiones perivasculares de
la médula 6sea. Los precursores osteclasticos expre-
san el receptor de quimioquinas CXCR4, cuya union
a CXCL12 promueve el reclutamiento y superviven-
cia de los OC®. El eje CXCL12/CXCR4, se ha conver-
tido en una diana de gran interés en Oncologia'®"”



por su destacado papel en la conducta migratoria de
las células tumorales, aunque teniendo en cuenta lo
anterior, es muy probable que también participe en
funciones como el remodelado 6seo acelerado que
se produce en la osteoporosis postmenopausica, o en
las diferentes formas de destruccion 6sea que carac-
terizan a la artritis reumatoide.

Otro eje quimioquinico de interés es el prota-
gonizado por CX3CL1 (fractalquina), expresada en
osteoblastos, y su receptor, CX3CR1, expresado en
OC, cuya accion podria también ser relevante en
el reclutamiento de precursores’™. No obstante, el
diseno de moléculas pequenas con actividad inhi-
bidora de quimioquinas® estd encontrando serias
dificultades debido a la toxicidad provocada por
su escasa especificidad.

Otro grupo de moléculas con actividad recluta-
dora son los esfingolipidos bioactivos. Conocidos
por su papel estructural en las membranas celulares,
han adquirido relevancia adicional por ser los pre-
cursores de moléculas con fuerte capacidad quimio-
tactica, como la esfingosina-1-fosfato (S1P) y la cera-
mida-1-fosfato (C1P)*?'. Este Gltimo, con relevantes
roles en la funcion y dindmica de otras poblaciones
mieloides®, no parece intervenir en la migracion de
los OC, al no haberse identificado, hasta el momen-
to, receptores asociados en estas células.

La SIP es el producto de la fosforilacion de la
esfingosina por dos kinasas, la esfingosina-kinasa 1
y 2, reaccidbn que se activa en respuesta a diversos
mediadores que incluyen varias citoquinas y hormo-
nas. Tras su sintesis puede actuar a nivel intracelu-
lar o bien ser liberada al torrente sanguineo, donde
va a interaccionar con, al menos, 5 receptores aco-
plados a proteinas G, de los cuales S1IPR1 y S1PR2
han sido identificados en precursores osteoclasti-
cos*#. Tras la union del S1P al receptor, este es rapi-
damente internalizado de manera muy similar a lo
que ocurre con la unién del ligando al CXCR4, y, en
el momento actual, se considera un factor muy rele-
vante en la dindmica de células progenitoras hema-
topoyéticas y en el trafico de células inmunes entre
los organos linfoides y los tejidos periféricos. Su
papel en las enfermedades Oseas comienza a ser
conocido, habiéndose observado que las bajas con-
centraciones de S1P son quimiotcticas para los pre-
cursores osteoclasticos, mientras que las altas concen-
traciones tienen el efecto contrario. Los ratones
S1PR2-null desarrollan osteopetrosis, mientras que en
ratas ovariectomizadas, el antagonista de S1PR2,
JTEO013, frena la osteoporosis reduciendo el nimero
de OC*. Por el contrario, la ablaciéon de S1PR1 osteo-
clastico provoca osteoporosis®.

Estos hechos sugieren la existencia de un fino
control de la migracion osteoclastica, dependiente
de un gradiente de S1P*, que puede ser resumido
de la siguiente manera: en el torrente sanguineo
existe una alta concentracion de S1P, mientras que
en el tejido 6seo es mas baja. Los OC esqueléticos,
tras la activacion de S1PR1, migrarian hacia la cir-
culacion sistémica, mientras que la activaciéon de
SIPR2 ejerceria el efecto contrario, induciendo
migracion en sentido inverso y acimulo de OC en
el hueso. Estamos, por tanto, ante un sistema
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molecular de interés terapéutico”?, ya que el esti-
mulo de S1PR1 o el bloqueo de S1PR2 provocan
un efecto antirresortivo destacado en modelos
murinos al provocar la salida o frenar la llegada de
OC a los sitios de resorcion, respectivamente.

Regulacion de la diferenciacion osteocldstica

La diferenciacion osteocldstica es un proceso fuerte-
mente regulado cuyo estudio ha estado limitado por
la necesidad de utilizar cultivos mixtos de osteoblas-
tos y OC para obtener células maduras®. Desde el
descubrimiento del RANKL, el avance en el conoci-
miento de estos mecanismos ha sido enorme, al hacer
posible el cultivo de precursores osteoclasticos aisla-
dos en presencia de RANKL sin la necesidad de la
interaccion de otras células®. Es ampliamente conoci-
do que los OC maduros son las unicas células del
organismo capaces de reabsorber hueso®. No obstan-
te, para conseguir desarrollar toda su maquinaria
resortiva, los precursores osteocldsticos van a sufrir
una profunda transformacion, tras su llegada a las
proximidades de las superficies mineralizadas, que se
inicia con la intervencion inicial del M-CSF y la expre-
sion en su membrana del RANK (Figura 1). En el
momento actual no se conoce el mecanismo por el
que un subgrupo de precursores mononucleares mul-
tipotenciales va a expresar el RANK en su membrana
y, como consecuencia de ello, a seguir la via de dife-
renciacion osteoclastica tras ser expuestos al RANKL®.

a) Senal M-CSF

Tras la expresion inicial de PU-1, un factor de trans-
cripcion requerido para la generacion de progenito-
res de las series linfoides y granulocito-macrofagicas,
que actia en fases muy tempranas de la diferencia-
cion mieloide, se produce la expresion de c-Fms, el
receptor del M-CSF que va a caracterizar a la pobla-
cion de precursores osteocldsticos primitiva®¥. Tras
su union al ligando, el c-Fms, de forma similar a
otros miembros de la superfamilia de receptores
tirosina-kinasa, a la que pertenece, se fosforila y
activa a la ERK (extracellular signal-regulated kina-
se) a través de GRB-2 (growth factor receptor bound
protein 2) y a la AKT a través de PI3K (phosphoino-
sitide 3-kinase), provocando senales de prolifera-
cion celular. Ademas, mediante la activacion del
MITF (microphthalmia-associated transcription fac-
tor) se induce la expresion del Bcl-2 (anti-apoptotic
B-cell leukaemia/lymphoma-associated gene 2) un
factor esencial de supervivencia®*. Por ultimo, se
produce la expresion de RANK en la membrana de
los precursores, lo que va permitir la accion del
RANKL sobre estas células y su diferenciacion hacia
OC maduros de forma definitiva.

b) Senal RANKL

El RANK carece de actividad enzimatica intrinseca
en su dominio intracelular y debe transducir la
sefnal del ligando mediante el reclutamiento de
moléculas adaptadoras, entre ellas TRAF-6, GAB-2
(Grb-2-associated binder-2) y fosfolipasa C. Estos
2 ultimos adaptadores no son indispensables en la
fase inicial de la senal, pero si necesarios en una
fase posterior de amplificacién®. Sin embargo,
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Figura 1. Etapas madurativas del osteoclasto. En la parte superior figuran las citoquinas principales implicadas
y en la parte inferior los factores de transcripcién y proteinas transmembrana. La expresion PU-1 y MITF es el
evento inicial que caracteriza a la poblacion de precursores mieloides que se va a diferenciar en osteoclastos.
Estos dos factores de transcripcion provocan la expresion del receptor de M-CSF el cual, tras su unién al ligan-
do, induce la expresion de RANK. Este hecho es definitivo para la formaciéon de osteoclastos maduros, tras la
fusion citoplasmatica, pero no nuclear, gobernada por DC-STAMP
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MITF: microphthalmia-associated transcription factor, DC-STAMP: dendritic cell-specific transmembrane pro-
tein; LIF: leukemia inhibitory factor; Onc-M: oncostatina M.

TRAF-6 es imprescindible para activar la senal dis-
tal, en la que estdn implicados el NFkB, el AP-1y
varias MAPK (mitogen-activated kinases), sobre
todo JNK (Jun N-terminal kinase), p38 y ERK.

La activacion de NF-kB es uno de los eventos
moleculares mas tempranos y cruciales que se
producen tras la unién del ligando al RANK. El
NFkB pertenece a una familia de factores de trans-
cripcion diméricos que, en la célula no activada,
se mantienen secuestrados en el citoplasma por
medio de su unién a proteinas inhibidoras deno-
minadas IkB (inhibitors of the kB kinase). la
sefial RANKL/RANK/TRAFG provoca la proteolisis
de estos inhibidores, lo que permite la transloca-
cion al nucleo del NFKkB libre, donde se unird a
elementos de respuesta del DNA induciendo la
transcripciéon de los genes diana®. Esta via de
senal intracelular participa en la regulacion de
varios genes involucrados en las respuestas inmu-
nitarias e inflamatorias, que producen citoquinas
como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 y TNF, quimioquinas,
interferones y proteinas antiapoptéticas, como
BIRC2, BIRC3 Y BCL2L1. En humanos, la disregu-
lacion del NF-kB estd asociada con varias enfer-
medades, como diabetes mellitus, Alzheimer,
enfermedades autoinmunes, osteoporosis y artro-
sis, constituyendo una diana terapéutica potencial,
limitada en parte debido a su inespecifidad™.

El RANK induce también la activacion del
NFATc1 (nuclear factor of activated T cells cytoplas-
mic 1), considerado actualmente el regulador master
de la activacion osteoclastica®. El NFATc1 pertenece
a la familia de factores de transcripcion NFAT, iden-
tificados inicialmente en extractos nucleares de linfo-
citos T activados®. En estudios posteriores se demos-
tré que su papel en la activacion osteoclastica era
relevante al observarse que las células precursoras
monocito-macrofigicas de la médula estimuladas
por RANKL presentaban una selectiva y marcada
sobreexpresion de NFATcl*. La activacion de este
factor es dependiente de NFkB y de c¢-Fms, proba-
blemente en este orden®.

¢) Coestimulacion y amplificacion de la senal
RANKL

De manera coordinada con la senal RANKL se han
observado otras vias de transduccion de senales
inductoras de NFATc1 en el OC (Figura 2), cuyo papel
podria ser determinante en estados patolégicos®. Se
conocen al menos dos receptores Ig-like: el OSCAR”
(osteoclast-associated receptor) y el TREM-2* (trigge-
ring receptor expressed in myeloid cells). Ambos estan
asociados con proteinas adaptadoras que contienen
motivos ITAM (immunoreceplor tyrosine-based acti-
vation motifs) como las DAP-12 (DNAX-activation
protein 12) o el FcR  (Fc receptor common subunit).




Aunque no se conoce con seguridad el ligando de
estos receptores (recientemente el OSCAR se ha aso-
ciado con motivos especificos expresados en colige-
nos fibrilares)®, cuando se activan se produce la fos-
forilacion de los ITAM por tirosina-kinasas y, con la
colaboracion de otras moléculas, como BLNK (B cell
linker protein) y SLP76 (Src homology 2 domain-con-
taining leukocyte protein of 76 kD), van a provocan la
activacion de PLCy2, contribuyendo a la amplificacion
de la sehal RANK. No se conoce si estas vias son rele-
vantes en estados fisiologicos, aunque en situaciones
patologicas como la osteoporosis, la artritis o el can-
cer es muy probable que su sobreactivacion contribu-
ya al estado de estimulacion osteocldstica marcada
que las caracteriza™?.,

El NFATc1 es un regulador central de la activacion
osteoclastica, tanto en un sentido estimulador de la
senal RANK como también en un sentido opuesto, al
ser diana de diferentes moléculas que inhiben su
expresion. En el sentido positivo, la expresion de
NFATcl inducida por RANK/NFkB/c-Fos es depen-
diente de la via de senal p38. Otras senales, proce-
dentes de receptores Ig-like asociados con factores
adaptadores como FcRy y DAP12, actian de manera
coordinada con las senales anteriores, a través del
incremento transitorio de los niveles intracelulares de
calcio, por mecanismos aun no aclarados que podri-
an implicar también a la PLCy2, que van activar a la
calcineurina. Este enzima defosforila al NFATc1 cito-
solico, lo que permite su translocacion al nuicleo,
donde en concierto con el PU.1 y el MITF, va a acti-
var a las regiones promotoras de varios genes que
codifican moléculas esenciales para el funcionamien-
to osteoclastico como catepsina K, OSCAR, DC-
STAMP, TRAP y V-ATPasa-d2. Ademas se produce el
incremento de su propia sintesis, mediante un proce-
so de autoamplificacion descrito en 2005 por Asagiri
et al®. No obstante, estas vias secundarias de activa-
cion del NFATc1 son dependientes de la via principal
y, en ausencia de RANKL, no se produce el estimulo
aislado de estos receptores, lo que conlleva a la
ausencia de activacion osteoclastica®.

Para evitar la formacion osteocldstica sin freno
que se derivaria de la via NFATc]1, existe una serie
de reguladores negativos que actiian sobre este fac-
tor, en general de forma indirecta a través de la
senal proximal®. Dentro del grupo de citoquinas, la
IL-4 y la TL-13, productos de las células Th2, cum-
plen funciones pleitrépicas, entre las que se
encuentra una potente accion antiosteocldstica que
se ejecuta de manera dependiente de STAT-6 (sig-
nal transducer and activator of transcription 6) con
el resultado final de inhibicién de la expresion de
NFATc1. Otras citoquinas, como la IL-10, la IL-27 o
el IFN-y inhiben la formacion de OC desde los pre-
cursores O su activacion, por mecanismos depen-
dientes de la sefal RANK/NFkB/NFATc1>.

La activacion de varios TLR (Toll like receptors)
reduce la tasa de formacion de OC maduros induci-
da por RANKL por mecanismos dependientes del
IFN-B, aunque también se han observado mecanis-
mos independientes. Por otro lado, la activacion de
TLR es uno de los inductores mas potentes de cito-
quinas inflamatorias, como TNF e IL-1, que actian
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sinérgicamente con RANKL en la produccion de
osteolisis inflamatoria en enfermedades como la
artritis reumatoide o la enfermedad periodontal™.

De manera resumida, podemos intuir que los
TLR, como elementos clave de la inmunidad innata,
tienen un papel antagénico fuertemente dependien-
te del contexto. Por un lado, al inicio de la respues-
ta inflamatoria, reducirfan la transformacion de pre-
cursores hacia OC con lo que incrementarian el pool
de células disponibles para su transformacion en
macrofagos. Sin embargo, en una fase mas avanza-
da, si su activacion persiste de manera mantenida,
actuarian como inductores de osteoclastogénesis de
forma indirecta a través de citoquinas inflamatorias.
La confirmacion de esta atractiva hipotesis, constitui-
ria, un elemento mas que apoyaria la relevante par-
ticipacion del OC en la respuesta inmunitaria.

Existen otros factores que inhiben la formacion o
activacion de los OC, ademas de los citados: citoqui-
nas como TRAIL” (TNF-related apoptosis inducing
ligand), 1L-12 e 1L-18%, diferentes moléculas de senal
intracelular, como SHIP1® (Src homology 2-contai-
ning inositol-5-phos phatase 1), NF-kB p100® y algu-
nos componentes de la via Notch®, diversos repre-
sores transcripcionales como MafB (v-maf musculo-
aponeurotic fibrosarcoma oncogene family protein
B)*, C/EBP (CCAATenhancer-binding protein )%,
IRF-8 (Interferon regulatory factor)”, y BcL6 (B cell
lymphoma)®. Todas estas moléculas constituyen dia-
nas terapéuticas de interés potencial, pero su anali-
sis detallado supera el alcance de esta revision.

d) Vias de activacidn osteocldstica independientes

de RANKL

La senal RANKL es la mas importante via de activa-
cién osteoclastica y su anulacion en modelos murinos
provoca la desaparicion completa de los OC, por lo
que el papel de vias independientes de activacion, a
priori, parece poco relevante. Sin embargo, en 2005,
Kim et al. demostraron que, en presencia de cofacto-
res como TGF-f, los precursores hematopoyéticos de
ratones 7null para RANKL, RANK y TRAF-6, conse-
guian diferenciarse a OC®. Es evidente que el interés
de este topico es enorme, ya que podrian existir, al
menos en circunstancias patologicas, vias de activa-
cion osteocldstica no candnicas que pudieran ser
moduladas para obtener respuestas terapéuticas dife-
rentes a la anulacion completa del OC.

Dentro de la superfamilia del TNF, dada la
homologia estructural entre sus miembros, son
varios los ligandos o receptores investigados. Uno
de los mas interesantes es el LIGHT (también
conocido como TNFSF14 y CD258). Esta proteina
transmembrana de tipo II, se expresa primaria-
mente en células T activadas, células NK, células
dendriticas y macréfagos, cumpliendo funciones
biologicas claves en las respuestas inmunitarias
adaptativa e innata a través de la homeostasis,
diferenciacion y activacion de los linfocitos T%. Se
une a 3 receptores que comparten similitud estruc-
tural en su tallo citoplasmatico: TNFRSF14/HVEM
(herpes virus entry mediator), LT-BR (lymphotoxin
P receptor) y DcR3 (decoy receptor 3)*. Aunque no
se conoce el papel del LIGTH en la resorcion
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Figura 2. Activacion osteocldstica canonica y senales co-estimuladoras. Ademds de las senales candnicas de
proliferacién y activacion, el osteoclasto puede recibir otro tipo de sefiales cuyo papel podria ser muy destacado

en estados inflamatorios
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TRAFG: Factor asociado al receptor de TNF 6; PLC: fosfolipasa C; ¢-JNK: Kinasa N-terminal c-Jun; ITAM:
Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, DAP12: Death associated protein 12; TREM 2: Triggering

receptor expressed on myeloid cells 2.

Osea, se ha observado que provoca una potente
accion osteoclastogénica, independiente de RANK
y OPG, a través de AKT, NFkB y JNK en monoci-
tos humanos y murinos, utilizando TRAF-2 vy
TRAF-5. Su funcién en las enfermedades 6seas no
ha sido aclarada, pero es, sin duda, una interesan-
te diana de potencial interés terapéutico®”.

Otros dos miembros de la superfamilia del TNF
han mostrado capacidad osteoclastogénica inde-
pendiente del RANKL. El APRIL (a proliferation
inducing ligand, TNFSF13) y el BAFF (cell activa-
ting factor belonging to the TNF, también conoci-
do como BLyS y TNFSF 13b) son capaces, en cul-
tivos in vitro, de inducir la formacion de células
con fenotipo osteoclastico desde los precursores
monucleares, aunque de un tamano inferior y con
menor nimero de nucleos y capacidad resortiva
que las inducidas por RANKL o por LIGHT™.

e) Origen del RANKL en la activacion osteocldstica
Aunque el origen cldsico del RANKL que interviene
en el remodelado 6seo se sitia en el OB, son varios
los hallazgos experimentales que han puesto en duda
este concepto. En un estudio pionero, Corral et al.™
mostraron que la ablacion de progenitores osteoblas-
ticos, mediante la administracion de ganciclovir, en
ratones portadores de un transgen de timidina-kina-
sa bajo el control del promotor de osteocalcina, no

causaba ningln efecto en las superficies osteoclasti-
cas ni en los marcadores de resorcion, incluso tras
varias semanas de seguimiento, en las que la pobla-
cion de osteoblastos habia desaparecido de las super-
ficies oOseas. Mas recientemente y utilizando un
modelo murino transgénico similar, Galli et al. obser-
varon que la ausencia de osteoblastos no afectaba a
los niveles basales o estimulados por PTH de mRNA
de RANKL™. Estos estudios indican que el paradigma
clasico, es decir el RANKL que gobierna la activacion
osteoclastica procede del OB o de sus precursores,
debe ser revisado™.

Los OC se forman en diferentes lugares esque-
léticos con diferentes propdsitos y con diversas
células de soporte encargadas de sintetizar el
RANKL necesario para su activacion. Por ejemplo,
los fémures de ratones que carecen de RANKL
osteocitico desarrollan una morfologia normal, que
indica que el modelado cortical de los huesos lar-
gos es controlado por células ajenas a los osteoci-
tos, mientras que, durante la osificacion encondral,
la mayor fuente de RANKL que va a permitir la
accion reabsortiva osteoclastica sobre el cartilago
calcificado son los condrocitos hipertroficos™. El
OC es también la célula efectora de la erosion que
caracteriza a la artritis reumatoide™”, y su activa-
cion es soportada por la colaboracion de células
sinoviales de estirpe fibrobldstica con la subclase



linfocitaria Th177. Estos hechos sugieren que el
papel del RANKL derivado de los osteocitos podria
estar limitado al remodelado 6seo.

El osteocito es la célula que aporta una mayor
cantidad de RANKL durante el remodelado fisiologi-
co”. Este hecho es aun mas plausible desde el
punto de vista biologico, debido al conocido papel
de estas células en la deteccion de senales tanto
mecanicas como hormonales, lo que les permitiria
actuar como verdaderos reguladores del remodela-
do 6seo, al menos, en condiciones fisiologicas.
Utilizando tecnologia Cre-LoxP, que permite modifi-
car el DNA en tipos celulares especificos, Xiong et
al™ provocaron la deleccion del gen del RANKL
osteocitico en ratones y observaron una reduccion
de OC, con aumento de la masa 6sea y de los mar-
cadores de resorcion, sin alteraciones en el desarro-
llo esquelético ni en la erupcion dental. En el labo-
ratorio de Takayanagi®, obtuvieron los mismos
resultados utilizando una tecnologia similar. En
resumen, estos estudios demuestran que el osteoci-
to es la célula productora principal del RANKL en el
remodelado 6seo fisiol6gico.

El RANKL procedente del osteocito es, por
tanto, la citoquina que controla el remodelado 6seo
fisiol6gico, en respuesta a sefnales mecanicas y hor-
monales. El mecanismo mediante el cual, el RANKL
accede al OC aun no ha sido suficientemente acla-
rado. Existen pruebas experimentales de que la
presencia de RANKL soluble en el medio es sufi-
ciente para producir expansion osteoclastica® y de
que las proyecciones osteocitarias expresan RANKL
de membrana y alcanzan la superficie 6sea, donde
contactan con los OC y sus precursores®®. En defi-
nitiva, existen pruebas de que, tanto mediante la
produccion de RANKL soluble como mediante el
expresado en la membrana de las dendritas, los
osteocitos controlan la activacion osteocldstica. Su
papel es dual, ya que también poseen la capacidad
de producir esclerostina, mediante la activacion de
su gen SOST, y, de esta forma, contribuir a la regu-
lacion de la osteoformacion®™.

Fusion osteocldstica

Los precursores osteocldsticos son células mono-
nucleadas que expresan TRAP, sin capacidad
resortiva en los cultivos iz vitro. El primer paso
para que adquieran funcionalidad es la fusion
celular, que va a permitir la formacién de OC
maduros. El conocimiento de los mecanismos inti-
mos que controlan este evento critico en la fisio-
patologia del remodelado es fundamental para el
desarrollo de nuevas terapias.

En condiciones fisiologicas, las células pre-OC
TRAP + y los OC maduros unicamente se encuentran
en las superficies Oseas, lo que indica que la fusion
se produce en estos lugares. Mediante técnicas de
sustraccion de DNA en células precursoras estimula-
das por M-CSF aislado o M-CSF y RANKL, se obser-
v6 que la DC-STAMP (dendritic cell-specific trans-
membrane proteine) es una molécula imprescindible
para la fusion de células mononucleares como paso
previo para la formacion de OC maduros activos.
Esta proteina transmembrana, descubierta en 2000%,
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se expresa también en células dendriticas y macrofa-
gos*. Su anulacién en modelos murinos provoco
osteopetrosis asociada a la ausencia completa de la
OC mononucleares fusionados y también de células
gigantes de cuerpo extrano. En estos ratones persis-
tia una moderada actividad resortiva de las células
maduras, lo que indica que su papel fundamental lo
desempena en la fusion®. La regulacion de la DC-
STAMP es compleja y depende no solo de la via
RANKL/RANK sino también de otros factores inde-
pendientes, como IL-32% Tall (7-cell acute
lymphocytic leukemia 1), LDLR (low-density lipopro-
tein receptor)®, CCN2/CTGF (CCN family 2/connecti-
ve tissue growth factor)® y la vitamina E*, entre otros,
cuyo papel es atin mal conocido pero que podrian
constituir dianas de interés terapéutico futuro.

La fusion OC es promovida por otras molécu-
las, como las citoquinas proinflamatorias. Entre
ellas, ademas de las acciones ya comentadas de
RANKIL, tanto el TNF-a como el LPS (lipolisacari-
do) son capaces de inducir fusion OC, bajo ciertas
circunstancias. Por ejemplo, la accion del TNF-o
es especificamente bloqueada por Ac anti-TNF-a,
mientras que el efecto del LPS es parcialmente
bloqueado por estos firmacos y completamente
por la polimixina B”. La activacion de estas vias,
se acompana de senales intracelulares dependien-
tes de kinasas y cuando se utilizan inhibidores
especificos de estas vias, se reduce la fusion OC,
mientras que los niveles de DC-STAMP no se alte-
ran. Estos hallazgos indican que existen vias alter-
nativas que regulan la fusion OC independientes
de DC-STAMP, aunque se desconoce si ejercen
funciones fisioldgicas o tinicamente intervienen en
procesos patolégicos®.

Roles adicionales del osteoclasto

Ademais de su funcién como la tGnica célula capaz
de reabsorber la matriz 6sea calcificada, el OC
participa en otros procesos que resumimos a con-
tinuacion.

1. Estimulacion de la formacion osea

El remodelado 6seo es un proceso acoplado en el
que la actividad osteoclastica va seguida de la
accion osteobldstica. La inhibicion farmacologica de
la primera provoca reduccion de la segunda, mien-
tras que el estimulo osteoformador va seguido de
un incremento secundario de la resorcion. En un
principio el modelo parecia simple, atribuyéndose a
factores liberados de la matriz reabsorbida por los
OC el papel reclutador de osteoblastos”. Sin
embargo, en un estudio publicado en 2001, el grupo
de Biologia Molecular de la Universidad de
Hamburgo demostré que, en algunos modelos
murinos de osteopetrosis y en un paciente con la
forma maligna infantil, la alteracion funcional de la
maquinaria resortiva con presencia de un nimero
de OC normal, como la que se produce con la anu-
lacion de los canales de cloro CIC-7 C, existia una
formacion 6sea normal’. Este hecho sugiere que
existen factores independientes de la matriz reab-
sorbida por los OC cuyo papel en el acoplamiento
es, probablemente, mas relevante.
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Entre los mecanismos en los que los OC inter-
vienen directamente, estimulando la osteoforma-
cion se han propuesto los siguientes”: por un lado,
la efrina B2, expresada en la membrana osteoclds-
tica, es capaz de provocar senal de activacion al
unirse a su receptor osteobldstico EphB4; también
la esfingosina-1-fosfato es capaz de provocar reclu-
tamiento de precursores osteobldsticos a los sitios
de remodelado®, aunque el tratamiento con andlo-
gos de esta molécula no ha mostrado resultados
relevantes en la curacion de las fracturas”. EI OC
expresa, ademas, factores reguladores negativos
del osteoblasto, como la Atp6v0d2 (una subunidad
de la bomba de protones V-ATPasa)®. Aunque ain
se desconoce el papel fisiologico de estas senales
moleculares, los hallazgos comentados sugieren
que la intervencion de los OC en el remodelado no
se limita a la resorcion 6sea, sino que desempenan
también un relevante papel en el acoplamiento
mediante senales moleculares que participan en el
reclutamiento, activacion e inhibicién de los osteo-
blastos.

2. Ceélulas inmunitarias

Tanto los OC como los OB tienen la capacidad de
responder a una amplia variedad de citoquinas pro-
ducidas por las células de los sistemas inmunitarios
innato y adaptativo™***. Los OC contienen toda la
maquinarfa necesaria para la endocitosis y el pro-
cesamiento de proteinas exdgenas, procedentes del
material generado durante la resorcion y también
en situaciones patolégicas como la osteomielitis. En
2009, Kiesel et al." demostraron que los OC pue-
den reclutar células T CD8+ FoxP3+ y presentar
antigenos a las mismas. Estas cé€lulas jugarian un
papel regulador, cuya funciéon en condiciones no
inflamatorias se desconoce. Una hipdtesis no com-
probada, aunque muy atractiva, relacionaria esta
capacidad de los OC como cé€lulas presentadoras
de antigenos con la existencia de un gran reservo-
rio de linfocitos T CD8+ de memoria central en la
médula 6sea, participando en su reclutamiento y
mantenimiento'®.

La extraccion de hueso necrético durante una
infeccion bacteriana es otro de los mecanismos en
los que el OC participa en la respuesta inmunitaria.
De hecho, en un elegante estudio en el que se uti-
lizaron modelos murinos que emulaban la biologia
de la osteomielitis y de los implantes periodontales,
Li et al.*, demostraron que la inhibicion funcional
de los OC por bisfosfonatos y por la osteoprotege-
rina, se asociaba a un incremento de la cantidad de
hueso cortical necrético alrededor del implante que
servia como nidus para la colonizacion bacteriana,
a la vez que reducia el tamano del orificio de dre-
naje, a través del cual las bacterias opsonizadas
eran expulsadas al exterior de la lesion. Estos
hechos son muy relevantes, ya que sugieren que la
inhibicion osteocldstica farmacolégica podria estar
contraindicada en las infecciones 6seas; asi como
que en la patogenia de la osteonecrosis maxilar,
donde es muy relevante la colonizacion bacteriana,
el OC jugaria un papel destacado, al menos en sus
fases iniciales.

3. Cartilago articular

En los procesos en los que se produce destruccion
del cartilago hialino articular, se han observado
células gigantes multinucleadas que expresan un
fenotipo osteoclastico (TRAP+, catepsina K+,
MMP9+, CDI14-, HLA-DR-, CD45+, CD51+ y
CDOG8+). Estas células, denominadas en algunas
publicaciones “condroclastos”; tienen la capacidad
de reabsorber la matriz cartilaginosa y han sido
implicadas en la patogenia de enfermedades como
la artritis reumatoide o la artrosis'. Su papel concre-
to no ha sido establecido con certeza, aunque exis-
ten evidencias indirectas que sugieren que pueden
desempenar un papel relevante en el dano articular.
Se sabe que en el cartilago se sintetiza un 30% del
RANKL total que se produce en la articulacion artri-
tica, fundamentalmente a través de los condroci-
tos'®. La fraccion soluble de esta citoquina, actuan-
do de forma paracrina, podria participar, mediante
la activacion osteoclastica en los lugares de contac-
to condrosinovial, en la patogenia de la erosion y de
la osteopenia yuxtaarticular, que caracterizan a la
lesion reumatoide. Ademads, aunque ain no se ha
demostrado con suficiente certeza, el RANKL con-
drocitico podria contribuir a la transformacion y
activacion de los precursores mononucleares,
dando lugar a condroclastos con capacidad degra-
dativa del cartilago. El mecanismo mediante el que
se produciria esta accidon no se conoce todavia, pero
constituye, sin duda, una interesante cuestion en
base al posible papel terapéutico de los inhibidores
del RANKL en procesos como la artrosis.

4. Metabolismo energético

La osteocalcina, un pequeno péptido producido por
el osteoblasto, estimula la secreccion de insulina por
la célula beta pancreatica, un hallazgo de enorme
importancia al implicar de manera decisiva al tejido
0seo en el control hormonal del metabolismo ener-
gético'”. Esta molécula tiene varias caracteristicas de
hormona: es un producto especifico celular, se sin-
tetiza en forma pre-propeptidica y se segrega a la cir-
culacion sistémica, tras un proceso de gamma-carbo-
xilacion vitamina K-dependiente. Este hecho explica
su gran afinidad por la matriz 6sea, lo que provoca
que sea liberada durante la resorcion dsea y conver-
tida en su forma activa tras la exposicion al pH aci-
dico de la laguna de resorcion. En ratones transgéni-
cos que carecen de actividad V-ATPasa, se observa
una hipoinsulinemia e intolerancia a la glucosa aso-
ciadas a niveles reducidos de osteocalcina'®. Un
estudio que analiz6 los efectos de alendronato en
una pequena muestra de pacientes, mostré niveles
reducidos de osteocalcina infracarboxilada que se
asociaban inversamente con aumento del peso cor-
poral y de la masa adiposa'®. Sin embargo, la revi-
sion de los resultados de los estudios FIT, HORIZON
Y FREEDOM no mostrd ninguna alteracion en estos
parametros ni en el metabolismo de la glucosa. En
resumen, mientras los modelos animales sugieren un
papel del remodelado 6seo en el control del meta-
bolismo energético, los estudios realizados en huma-
nos muestran resultados discordantes que deberan
ser aclarados en el futuro™.
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Tabla 1. Resumen de las dianas moleculares osteocldsticas potenciales

Diana - Consecuencias de la intervencion 5
molecular O e farmacologica 2L
CX3CL1 Qunnloqumia exp resac‘ia en la mem= 1 gy bloqueo reduce el reclutamiento
. brana de los osteoblastos con accio- PN 112
(fractalquina) L - de precursores osteoclasticos
nes quimiotacticas y pro-adhesion
CX3CR1 Receptor de CX3CL1 expresado en Su bloqueo reduce el reclutamiento 113
los osteoclastos de precursores osteoclasticos
CXCL12/ Quimioquina y su receptor expresados | Su bloqueo reduce la llegada de OC 114
CXCR4 ambos en los osteoblastos al hueso
Mediador lipidico que controla la dina- | Los agonistas de S1P promueven la
S1p mica de migracién de los precursores | llegada de osteoblastos a través de 29
osteoclasticos los receptores S1PR1 y 2
CSF-1R Receptor del CSF expresado en pre- | Reduce la migracion y activacion 115
(c-fms) cursores osteocldsticos osteoclastica en artritis experimental
Una de las MAP kinasas mds especifi- Inhibicion de la activacion osteocldsti-
MAPK MK2 cas en la transduccion de la senal i of bre | ‘ - 116
intracelular osteocldstica ca sin efecto sobre la osteoformacion
NFATc1 gzggzlgsgsar clave en la activacion Inhibicion de la activacion osteoclastica 117
Citoquina fnulnfur}aonal que regUIa la El bloqueo de la senal TGF-f inhibe
TGF-p proliferacion en diferentes lineas celu- I o8 I P inducidz 118
lares, muy abundante en el hueso a osteoclastogénesis RANKL-inducida
Proteina Gol1 | Proteina G osteoblastica implicada en | Su sobre-expresion provoca osteopenia 119
la activacion osteoclastica por un mecanismo dual
Papel central en la diferenciacion, fusion s L
N - - | Su inhibicion altera la senal intracelular
PKC-0 y funcion del OC participando en la via osteoclastica 120
de senal ERK del M-CSF y RANKL
Proteina transmembrana que funciona Bloqueo funcional de los osteoclastos
DC-STAMP como reguladora esencial de la fusion ma(ciluros 121
osteoclastica

S1P: esfingosina-1-fosfato; CSF-1R: Receptor 1 del Factor estimulador de las colonias; MAPK: protein-kinasa
activada por mitégenos; TGF-f: Factor de crecimiento transformante beta; PKC-0: Protein-kinasa C delta; DC-

STAMP: dendlritic cell-specific transmembrane protein.

Conclusiones

El OC ha sido considerado clasicamente como una
célula con una funcion exclusivamente remodelado-
ra del hueso, de comportamiento gregario. Sin
embargo, en la Gltima década, los hallazgos experi-
mentales han transformado drasticamente esta vision
excesivamente simplista. Los OC comparten orige-
nes comunes con las células del sistema inmunitario,
tanto de la serie mieloide como linfoide. Su papel en
las enfermedades articulares inflamatorias, como la
artritis reumatoide, es probablemente muy relevante,
ya que a la funcion conocida como unica célula
capaz de disolver la matriz 6sea calcificada, se ana-

den nuevos roles por su capacidad de secreccion de
citoquinas y como célula presentadora de antigenos.
Los OC como cé€lulas extraordinariamente dinami-
cas, constituyen dianas de enorme interés terapéuti-
co (Tabla 1) por su participacion en procesos como
la osteoporosis, 1a artritis, la artrosis o el cancer.
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