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Resumen

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) tipo 2 se asocia a un mayor riesgo de fractura osteoporética. Se han
senalado multiples factores como posibles mecanismos responsables, entre ellos las alteraciones en el remo-
delado 6seo que podrian estar inducidas por las variaciones de glucosa circulante o por la presencia de pro-
ductos finales de glicosilacion no oxidativa (AGEs). El objetivo del presente trabajo ha sido valorar si dichas
variaciones generan alteraciones en la expresion de genes relacionados con la diferenciacion y actividad oste-
oblastica (OPG, RANKL, Runx2 y AGER) en el cultivo primario de osteoblastos humanos (hOB).

Material y método: Han sido estudiados 12 pacientes pertenecientes a tres grupos: 4 con fractura osteo-
pordtica, 4 con fractura osteopordtica y DM tipo 2 y 4 osteoartrésicos no osteopordticos ni diabéticos
(grupo control), con una edad media de: 80 + 8, 84 + 10 y 66 + 11 anos, respectivamente. Se realizaron
cultivos primarios de hOB a partir de hueso trabecular a los que se sometio a diferentes estimulos duran-
te 24 h. El estudio génico se realizé mediante PCR real-time.

Resultados: La expresion génica de RANKL se vio aumentada en el grupo diabético, aunque no de mane-
ra significativa, en la condicion de cultivo alta en glucosa y en la condicion alta en glucosa suplementa-
do con AGEs (1,9 y 4,6 veces mayor vs. condicion control; 2,3 y 4,4 veces vs. grupo control, respectiva-
mente). La ratio RANKL/OPG se mantuvo constantes en el grupo control, sin embargo en el grupo dia-
bético se vio incrementada ante todas las condiciones experimentales. En el caso de Runx2 encontramos
un incremento significativo de expresion en el grupo diabético con respecto al grupo control en la con-
dicion alta en glucosa y AGEs (OA = 1,08 + 0,43; OP+DM = 3,33 + 0,73; p = 0,039). No se observaron
cambios significativos en la expresion de OPG y AGER con respecto a la condicion control, para ningu-
na de las condiciones de cultivo, en ninguno de los grupos de pacientes.

Conclusiones: La presencia de un ambiente hiperglicémico y AGEs altera la expresion génica de RANKL, ratio
RANKL/OPG y Runx2 en cultivos de osteoblastos procedentes de pacientes diabéticos con fractura de cade-
ra. Estas variaciones podrian generar alteraciones en el remodelado 6seo que podria explicar, al menos en
parte, la menor resistencia 6sea y el aumento de incidencia de fracturas no traumaticas en estos pacientes.
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Gene study (OPG, RANKL, Runx2 and AGE receptors) in
human osteoblast cultures from patients with diabetes mellitus
type 2 and hip fracture. Influence of glucose and AGE levels

Summary

Introduction: Diabetes mellitus (DM) type 2 is associated with a higher risk of osteoporotic fracture. Many
factors have been indicated as possible mechanisms responsible for this, among which are changes in
bone remodelling which may be induced by variations in circulating glucose or by the presence of non-
oxidative advanced glycosylation end products (AGEs). The aim of this work has been to evaluate whe-
ther these variations generate changes in the expression of genes related to osteoblast differentiation and
activity (OPG, RANKL, Runx2 and AGER) in primary cultures of human osteoblasts (hOB).

Material and methods: 12 patients were studied, belonging to three groups: 4 with osteoporotic fracture,
4 with osteoporotic fracture and DM type 2, and 4 patients with osteoarthritis, but who were not osteo-
porotic or diabetic (control group), with an average age of 80 + 8, 84 + 10 and 66 * 11 years, respecti-
vely. Primary cultures of hOB from trabecular bone were carried out, to which were applied different sti-
muli over 24 hours. The gene study was carried out using real-time PCR.

Results: The genetic expression of RANKL was seen to increase in the diabetic group, although not to a
significant degree, in the cultures which were high in glucose and high in glucose supplemented by AGEs
(1.9 and 4.6 times higher vs control conditions; 2.3 and 4.4 times vs control group, respectively). The
RANKL/OPG ratio stayed constant in the control group, however, in the diabetic group an increase was
seen in all experimental conditions. In the case of Runx2 we found a significant increase in expression
in the diabetic group with respect to the control group in the culture high in glucose and AGEs (OA =
1.08 £ 0.43; OP+DM = 3.33 £ 0.73; p = 0.039). No significant changes in the expression of OPG and AGER
with respect to the control condition were observed for any of the culture conditions, in any of the patient
groups.

Conclusions: The presence of a hyperglycaemic environment and AGEs alters the genetic expression of
RANKL, of the RANKL/OPG ratio and Runx2 in osteoblast cultures from diabetic patients with hip fractu-
res. These variations could generate changes in bone remodelling which could explain, at least partly,
the lower bone resistance and the increase in the incidence of non-traumatic fractures in these patients.

Key words: osteaporosis, fracture, diabetes mellitus, osteoblasts.

Introduccion
Las fracturas osteopordticas tienen una elevada
prevalencia en paises desarrollados. Entre ellas,
las de cadera son las mas devastadoras por su ele-
vada mortalidad y escaso nimero de pacientes
que consiguen recuperar una actividad funcional
que les permita ser independientes. La diabetes
mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica tam-
bién frecuente en la poblacion, con elevada mor-
bilidad y mortalidad, cuya prevalencia aumenta
con la edad, igual que ocurre con la osteoporosis'.
En los pacientes con DM tipo 2 (DM2) se ha
podido comprobar que, a pesar de presentar valo-
res de masa 6sea incrementados, existe una inci-
dencia de fracturas osteopordticas de hasta 2,8
veces superior a la poblacion general, postulando-
se que la propia enfermedad o las complicaciones
que origina pueden alterar el remodelado 6seo
esquelético, afectando la formacion y/o la resor-
cion 6sea y con ello la resistencia 6sea’. Entre los
mecanismos que se considera pueden estar impli-
cados en esta menor resistencia 6sea se incluyen:
el déficit o resistencia a la insulina, la hipergluce-
mia a la que se ve sometido el hueso y el micro-
ambiente de la médula 6sea, las mayores concen-

traciones de los productos finales de la glicosila-
cion avanzada (AGEs) y su efectos sobre las pro-
teinas de la matriz 6sea*!, la produccion alterada
de adipoquinas y citoquinas y su efecto negativo
sobre las células 6seas y, finalmente, el dano que
el sistema neuromuscular puede ejercer sobre el
esqueleto, conduciendo a la mayor propension a
las caidas en estos pacientes’. A pesar de que son
muchos los factores postulados, son escasos los
estudios que analizan la importancia de cada uno
de ellos, asi como el mecanismo de accion intimo
sobre el deterioro del metabolismo 6seo®’.

En el proceso de formacion Osea las senales
que determinan la diferenciacion, replicacion y
supervivencia de las células osteobldsticas van a
ser criticas para un correcto metabolismo 6seo.
Entre estas sefales van a ser determinantes genes
incluidos en el sistema OPG/RANK/RANKL, otros
como Runx2 y puede que también los responsa-
bles de receptores de productos finales de glicosi-
lacion no oxidativa (AGER). En la DM puede estar
alterado el numero de células formadoras de
hueso, su actividad, asi como la respuesta de estas
células a factores locales o sistémicos que contri-
buyen al remodelado 6seo®.



OPG/RANK/RANKL es el principal sistema de
intercomunicacion entre células de estirpe osteo-
clastica y osteoblastica, a través del cual actdan
gran parte de los medicamentos sistémicos, cito-
quinas y factores de crecimiento que influyen en
el remodelado 6seo’.

Runx2 es uno de los factores de transcripcion
multifuncional que controla el desarrollo del
esqueleto a través de la regulacion de la diferen-
ciacion de condrocitos y osteoblastos, dirige a las
células mesenquimales multipotenciales hacia el
linaje osteoblastico y desencadena la expresion
de la mayoria de genes que codifican las proteinas
de matriz extracelular. Ratones Runx2 “ muestran
una falta total de hueso desde el nacimiento.

El receptor para productos finales de la glicosila-
cion (AGER) se une a una gran variedad de ligandos
estructural y funcionalmente no emparentados, inclu-
yendo a los AGEs, como la pentosidina y la carboxi-
metil-lisina. La unién de AGEs-AGER promueve una
sobreexpresion de AGER, llevando a un estado per-
manente de activacion celular, lo cual se cree que
contribuye a la patologia de desérdenes cronicos
tales como la diabetes?. Los AGEs se forman lenta-
mente con la edad ante niveles fisiologicos de azica-
res, ademas de estar aumentados en ambientes hiper-
glicémicos, como en el caso de la diabetes, donde se
asocia también a complicaciones inflamatorias créni-
cas®". Estos se unen a los receptores de membrana
(AGER) en la superficie de células de estirpe osteo-
blastica, desencadenando senales intracelulares que
conducen a respuestas tales como la expresion de
RANKL, promoviendo la diferenciacion y activacion
de osteoclastos y con ello, la reabsorcion 6sea®, ade-
mas de inducir la apoptosis osteoblastica®.

La influencia de la hiperglicemia o AGEs en la
expresion de genes relacionados con el metabolis-
mo 6seo ha sido previamente estudiada en mode-
los animales, en lineas celulares, y en cultivos pri-
marios de osteoblastos procedentes de pacientes
con artrosis'”*, pero no con enfermedad diabética,
como es el caso del presente estudio.

Dado que hasta el momento existe un conoci-
miento muy escaso de la influencia de la DM2 sobre
el metabolismo 6seo y no se sabe cémo los niveles
altos de glucosa y/o AGEs pueden influir sobre las
c€lulas osteoformadoras y la expresion de estos
genes (OPG, RANKL, Runx2 y AGER), nos hemos
planteado el presente estudio que tiene como obje-
tivo principal analizar estos aspectos en pacientes
con DM2 vy fractura de cadera no traumatica.

Materiales y métodos

Sujetos de estudio

Hemos incluido a 12 pacientes pertenecientes a
tres grupos de estudio: 4 pacientes con fractura de
cadera no traumadtica y DM2 (grupo OP+DM for-
mado por 4 mujeres), 4 pacientes con fractura de
cadera no traumadtica sin DM (grupo OP formado
por 2 mujeres y 2 hombres), y 4 pacientes some-
tidos a artroplastia de cadera por problemas de
osteoartritis sin antecedentes de osteoporosis ni
DM2, como grupo de referencia (grupo OA forma-
do por 3 mujeres y 1 hombre).
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Los criterios de inclusion para el grupo
OP+DM fue padecer DM2 con un minimo de tiem-
po desde el diagnostico de al menos 5 anos, asi
como presentar fractura de cadera por fragilidad,
por caida de altura inferior a la del individuo, sin
mecanismo de aceleracién. Para los pacientes del
grupo OP, presentar fractura de cadera por fragili-
dad sin sindrome diabético. Y por ultimo, los del
grupo de referencia OA, no haber sido diagnosti-
cados previamente de osteoporosis ni diabetes, ni
tuvieran antecedentes de fractura por fragilidad
desde la edad de 50 anos. Fueron criterios de
exclusion para todos los grupos el tomar medica-
mentos con influencia sobre el metabolismo 6seo
(corticoides, anticonceptivos, antirreabsortivos,
inmunosupresores, glitazona) o con enfermedad
endocrina o sistémica con influencia sobre el
remodelado 6seo, asi como el tratamiento de
enfermedad tumoral en los Gltimos 10 anos.

El periodo de recogida de muestras fue de 6
meses y todas procedian del Servicio de
Traumatologia y Ortopedia del Hospital Universitario
Virgen Macarena de Sevilla. Los pacientes fueron
informados y dieron su consentimiento por escrito y
el ensayo fue aprobado por la Comisién de Etica e
Investigacion Sanitaria del Hospital. Ademds, se les
realiz6 un cuestionario sobre la edad, anos de meno-
pausia en las mujeres, habitos téxicos (alcohol y
tabaco), ingesta semicuantitativa de calcio mediante
encuesta de toma diaria de productos lacteos y deri-
vados (estimandose cada vaso de leche como 200
mg de calcio, yogur o similares como 200 mg y por-
cion de queso como 200 mg), antecedentes persona-
les y familiares de primer grado de fracturas, toma de
farmacos de forma crénica y enfermedades conco-
mitantes. A los pacientes del grupo OP+DM se les
incluy6 ademas los anos de evolucion de enferme-
dad, tratamientos hipoglicemiantes y presencia/
ausencia de complicaciones cronicas propias de la
enfermedad diabética, tales como retinopatia, nefro-
patia o arteriopatia. A todos se les midi6 la talla, el
peso y se calcul6 el IMC.

A todos los pacientes se tomd una muestra de
sangre durante los 4 primeros dias tras el episodio
de fractura, determinindose en suero los siguien-
tes parametros bioquimicos: glucosa, urea, creati-
nina, enzimas de funcion hepatica, fosfatasa alca-
lina total (FA), calcio y fésforo (Autoanalizador
DAX-96), hemoglobina glicosilada (HbAlc)
(HPLC); 250HD, PTH, factor de crecimiento insu-
linico 1 (IGF-1), marcador de resorcion Osea ([3-
Crosslaps) y de formacion (P1NP) (ELISA).

Las biopsias de hueso de fémur fueron proce-
sadas en condiciones de esterilidad inmediatamen-
te después de ser extraidas en el acto quirtrgico,
procediéndose a la realizacion de cultivos celula-
res, como se detallard en el siguiente apartado.

Cultivos celulares

Realizamos cultivos primarios de osteoblastos
humanos (hOB) a partir de explantes de hueso
trabecular de 1-2 mm, extraidos de la cabeza de
fémur recogida. Estos fueron enjuagados con PBS
y posteriormente distribuidos en placas de Petri de
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90 mm a razén de 10-15 explantes por placa, pro-
curando obtener de 3 a 5 placas de cada sujeto.

Fueron incubados en medio DMEM (4,5 mM
de glucosa) suplementado al 10% con suero fetal
bovino (FBS), 0,5% de fungicida, 1% de L-
Glutamina, 1% de Na-Pyr y 1% de antibidtico
(Penicilina 100 U/ml y Estreptomicina 100 ug/mb
a 37°C y 5% de CO, durante 7 dias.

Se realizaron cambios del medio de cultivo dos
veces en semana hasta alcanzar la sub-confluen-
cia. Al llegar este momento (entre 4-6 semanas)
realizamos un pase celular. Tripsinizamos
(Tripsina-EDTA) y sembramos las células (300.000
cels/pocillo, en placas de 6 pocillos), con el
mismo medio anteriormente mencionado.

Al llegar de nuevo al momento de sub-con-
fluencia, las células fueron lavadas con tampdn
salino PBS y fueron incubadas durante 24 h con el
mismo medio sin FBS para tener los cultivos en el
mismo estadio de crecimiento al iniciar el experi-
mento. Se realizaron diferentes condiciones de
cultivo, durante 24 h, para valorar el efecto de las
concentraciones elevadas de glucosa y AGEs
sobre el funcionamiento de los osteoblastos: a)
medio bajo en glucosa (4,5 mM), b) rico en gluco-
sa (25 mM), o) rico en glucosa (25 mM) suplemen-
tado con AGEs (0,1 mg/ml (Advanced Glycation
Endproduct-BSA. Calbiochem. USA) y d) medio
bajo en glucosa suplementado con manitol (25
mM) para descartar el posible efecto de la hiperos-
molaridad que pudiera ejercer una concentracion
alta en glucosa sobre los osteoblastos en cultivo.

A todos los cultivos se les analizo:

1. Viabilidad celular, calculada mediante el test
de exclusion con TripanBlue al 0,05%.

2. Actividad de la fosfatasa alcalina 6sea (FAO),
medida incubando durante 1 h a 37°C en 0,1 M de
NaHCO3- Na2CO3 pH 10, 0,1% Triton X-100,2 mM
MgSO4 y 6 mM PNPP. La reaccion se detuvo con
1M de NaOH vy la absorbancia fue medida a 405
nm. El porcentaje de cambios de la actividad FAO
con respecto al valor encontrado en el control se
calcul6 respecto a la férmula: M= valor de la
absorbancia a 405 nm/ valor de la absorbancia a
560 nm. Porcentaje de cambio= (M del test- M del
control) / M del control x 100.

Cuantificacion de la expresion del mRNA (OPG,
RANKL, Runx2y AGER)

A partir de las células recogidas de cada una de las
condiciones experimentales de cultivo, se realizo la
extraccion del RNA total (High Pure RNA Isolation.
Roche, USA). La concentracion del RNA fue medida
a 260 nm (GeneQuant, Amersham Biosciencies).
Posteriormente, el RNA obtenido se retrotranscribio a
¢DNA (QuantiTec Reverse Transcription, Qiagen).

El andlisis de la expresion génica de los dife-
rentes genes de estudio se realizé por PCR real
time (QuantiTec SYBR Green PCR, Quiagen;
Primers Applied Biosystem).

Los resultados de cada gen de estudio fueron
referenciados a los obtenidos para el gen 18S ribo-
somal y a su vez, a la condicién control (4,5 mM
de glucosa).

Analisis estadistico de resultados

Para el analisis estadistico de resultados utilizamos
el paquete estadistico SPSS version 18.0. Los resul-
tados individuales se revisaron para evitar pérdida
de datos y valores inusuales. Todos los experi-
mentos fueron reproducidos por duplicado y los
datos estadisticos descriptivos de las variables
numéricas fueron expresados como media * error
estandar. Inicialmente, se analiz6 la homogenei-
dad de las varianzas de las variables. En aquellos
casos que se comprobo homocedasticidad, se
aplicé un test ANOVA con un analisis post-hoc de
HSD de Tukey. Para aquéllos que se demostrd
heterocedasticidad, se aplico un test de F. de
Welch con un andlils post-hoc de Games-Howell.
Se hicieron estudios de correlacion mediante el
test de correlacion de Pearson o Spearman segun
la distribucion normal o no de las variables. En
todos los casos se exigié como nivel de significa-
cion p<0,05.

Resultados

Los resultados que aqui presentamos son prelimi-
nares, teniendo en cuenta que sélo se valoran 4
sujetos por grupo de estudio. Las caracteristicas de
los pacientes de los tres grupos estudiados, asi
como los valores medios de los parametros séricos
analizados se encuentran en la Tabla 1.

La edad de los pacientes del grupo OA fue signi-
ficativamente menor que la edad del resto de los gru-
pos, por ello para la comparacion estadistica del resto
de los parametros se realizo un ajuste por edad. El
IMC fue menor, aunque no estadisticamente diferen-
te, en el grupo OP. La funcion renal fue normal y
comparable en los tres grupos. Los niveles de gluco-
sa en ayunas y HbAlc estuvieron en rango de nor-
malidad, sin mostrar diferencias significativas entre
los tres grupos, si bien los pacientes OP+DM fueron
los que presentaron un valor mas alto, llegando la
HbAlc a ser superior en un 25% en este grupo, res-
pecto a los otros dos estudiados. En cuanto a los
pardmetros relacionados con el metabolismo calcico,
s6lo los niveles de fosforo y FA fueron significativa-
mente diferentes al comparar los tres grupos. Asi, los
niveles de fosforo fueron inferiores y los de FA supe-
riores en el grupo OP, respecto OA y OP+DM. El
resto de los parimetros, si bien no mostraron diferen-
cias significativas, revelan algunos aspectos que son
resenables. Los niveles de vitamina D estuvieron en
todos los casos por debajo de 20 ng/ml y algo infe-
riores en los pacientes que habian presentado fractu-
ra de cadera, con o sin DM, respecto a los controles
(valores medios de 9,6 ng/ml y 9,2 ng/ml vs. 12,3
ng/ml, respectivamente). Los niveles de PTH fueron
superiores en el grupo OP, asi como los marcadores
de remodelado 6seo, tanto de formacion como de
resorcion, PINP y P—CrossLaps, también en este
grupo.

Los niveles séricos de IGF-1 fueron mas bajos
en los 2 grupos con fractura de cadera (valores
medios en OP = 25 ng/ml, en OP+DM = 377
ng/ml y en OA = 41,8 ng/ml), llegando a ser sig-
nificativamente diferentes en el grupo OP, respec-
to al OA (p = 0,011).



Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y parametros bioquimicos séricos de los grupos estudiados
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OA OP OP+DM
(n=4) (n=4) (n=4)

Edad (anos) 66 £ 11 * 80 + 8 84 + 10 *p=0,04
IMC (kg/m*) 30,8 £ 2,8 23623 31,5+ 49
Creatinina (mg/ml 0,8 + 0,05 0,9 + 0,05 0,8 = 0,06
Glucosa (mg/dD 848 + 49 975 +0,5 100,7 £ 12,9
HbAlc (%) 51+0,3 51+0,5 6,5+ 0,6
25(0OH)D (ng/ml) 12,3 + 3,1 92+ 32 9.6+ 0,7
PTH (pg/mD 48,1 + 10,6 72 +55 35 + 4,9
PIPN (ng/ml) 38,01 + 16,2 42,5+ 1,2 67 £ 20,3
[-CrossLaps (ng/ml) 0,45 + 0,09 0,83 + 0,07 0,62 + 0,19
Fosforo (mg/dl) 3,3+ 0,1 2+03* 25+ 03% ;I[);(()):(())(;/;
FA (U/D) 160,3 + 16,3 2475+ 255 * 181 + 39,4 *p=0,04
Ca corregido (mg/dD 9,6 +0,2 9+0,1 9,5+ 0,3
IGF-1 (ng/ml) 41,8 29 25+ 0,01 * 37,7 + 12,7 #p=0,011

*OA vs. OP; # OP vs. OP+DM

Viabilidad celular y FAO

No se encontraron diferencias significativas en ningu-
no de los grupos, para ninguna de las condiciones de
estudio, presentado todos los cultivos una viabilidad
mayor al 85% y una tincion FAO mayor al 95%.

RT-g-PCR

En el estudio de la expresion de los genes osteo-
génicos estudiados, encontramos una elevada
variacion interpersonal.

Los resultados de la expresion de OPG se
encuentran representados en la figura 1. Ninguna
de las condiciones diferentes de cultivo influyd
significativamente en la expresion génica de OPG
en los tres grupos estudiados, ni mostrd diferen-
cias entre los tres grupos. So6lo la situacion de
hiperglucemia y mas atn la suma de hipergluce-
mia y AGEs, llevo a una mayor expresion de OPG
en el grupo OP, llegando a ser hasta de 1,7 veces
en este Ultimo caso, respecto al grupo control.

La expresion génica de RANKL (Figura 2) se vio
aumentada en el grupo OP+DM, aunque no de
manera significativa, siendo la expresion en la condi-
cion alta en glucosa mayor, tanto con respecto a la
condicion control como al grupo control (1,9 y 2,3
veces mayor, respectivamente). Lo mismo le ocurre
en la condicion alta en glucosa suplementado con
AGEs (4,6 vs. condicion control y 4,4 veces vs. grupo
control, respectivamente). Los resultados mostraron
un descenso de la expresion génica de RANKL en
presencia de una alta concentracion de glucosa, tanto
en el grupo control como en el grupo OP; sin embar-
go, en presencia de AGEs la expresion fue similar a
condicién control en ambos grupos.

Los valores de la ratio RANKL/OPG (Figura 3)
se mantuvieron constantes en el grupo control; sin
embargo, en el grupo OP+DM se vieron incremen-
tados ante todas las condiciones experimentales.
Con respecto al grupo OP se produjo una dismi-
nucion en presencia de glucosa elevada y un
aumento, similar al que observamos en el grupo
diabético, en glucosa elevada mas AGEs.

En el caso de la expresion génica de Runx2
(Figura 4) encontramos un incremento significati-
vo en el grupo OP+DM con respecto al grupo
control en la condicion experimental que combi-
na glucosa alta y AGEs (OA = 1,08 + 0,43; OP+DM
= 3,33 + 0,73; p=0,039). En esta misma condicion
también observamos un aumento de expresion en
el grupo OP, aunque no fue significativo.

Por ultimo, los resultados de la expresion géni-
ca de AGER (Figura 5) fueron muy similares entre
los grupos de estudio, siendo mas altos que la
condicion control. Sin embargo, estos resultados
no fueron significativos en ninguno de los grupos
para ninguna de las condiciones experimentales.

No encontramos ninguna correlacion estadisti-
camente significativa entre los parimetros bioqui-
micos y antropométricos (Tabla 1) y los genes
implicados en el metabolismo 6seo estudiados
(Figuras 1-5).

Discusion

Los resultados mds importantes del presente estudio
nos demuestran que la adicion de glucosa, a con-
centraciones elevadas, y sobre todo la suma de glu-
cosa y AGEs, a cultivos de hOB de pacientes con
DM2 y fractura de cadera incrementa la expresion
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Figuras 1-5. Efecto de una concentracion elevada de glucosa y productos
finales de glicosilacion sobre la expresion de genes relacionados con el
metabolismo 6seo en cultivos primarios de osteoblastos humanos. Los
cultivos primarios de hOB fueron incubados hasta la confluencia, tras la
cual se les realizé un pase celular. Una vez alcanzada de nuevo la con-
fluencia se diferenciaron las condiciones de cultivo durante 24 h: control
normoglucémico (4,5 mM de glucosa), control osmaético (25 mM de mani-
toD), tratamiento alto en glucosa (25 mM de glucosa) y tratamiento alto en
glucosa suplementado con AGEs (25 mM de glucosa y 0,1 mg/ml de
AGES9). Se realizo el anilisis de la expresion génica en respuesta a los tra-
tamientos mediante PCR real time cuantitativa. Se utiliz6 el método de la
AACt y los resultados fueron referenciados tanto al gen endégeno 18S
Ribosomal como a la condicion control (4,5 mM de glucosa), la cual fue

Se ha podido comprobar que
ratones transgénicos que sobreex-
presan Runx2 presentan igualmen-
te un aumento en la expresion de
RANKL, dando como resultado
ratones con una importante pérdida
de masa 6sea. En este caso los
autores asociaron estos hallazgos
al bloqueo de la diferenciacion de
osteoblastos, es decir, la sobreex-
presion de Runx2 estaba relaciona-
da con un mayor nimero de osteo-

establecida como 1.

Figura 1. Expresion génica de OPG

blastos menos diferenciados que
expresan una mayor cantidad de
RANKL, activando la osteoclastogé-
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nesis y generando asi un mayor
numero de osteoclastos maduros®.
La presencia de altas concentracio-
nes sanguineas de glucosa y AGEs
suelen ser alteraciones metabdlicas
bastante frecuentes en pacientes
diabéticos, segin se desprende de
nuestros resultados, condiciona una
sobreexpresion de Runx2 en célu-
las osteoblasticas, asi como de la
expresion de la ratio RANKL/OPG,
lo cual puede llevar a un tasa de
remodelacion incrementada y tener

4,5 mM Glucosa 25 mM Glucosa 25 mM Manitol

HOA ~ OP OP DM

25 mM Glucosa
+0,1 mg/ml AGE

una influencia negativa sobre la
resistencia osea.
Nosotros hemos constatado en

Figura 2. Expresion génica de RANKL

nuestro estudio el aumento de
RANKL y ratio RANKL/OPG, mads
elevado sobre todo en el grupo
OP+DM. De Amorim y cols. han
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encontrado que en ratas diabéticas
con fractura tibial se produce un
aumento de la ratio RANKL/OPG
con respecto a las ratas sanas, lo
que respalda nuestros resultados?®.

Nos llama la atencion que los
osteoblastos de pacientes con frac-
T tura de cadera, con y sin DM2, son
los que presentan una mayor varia-
bilidad en la expresion de los genes

4,5 mM Glucosa 25 mM Glucosa 25 mM Manitol

HOA =~ OP OP DM

25 mM Glucosa
+0,1 mg/ml AGE

de estudio ante los estimulos reali-
zados en las diferentes situaciones
de los cultivos in vitro. En este sen-

de genes RANKL, la ratio RANKL/OPG y Runx2, res-
pecto a persona sin fractura de cadera ni DM.

Acorde con nuestros resultados, Li y cols.
demostraron en estudios en ratas que niveles altos
de glucosa en el medio de cultivo, inducen una
mayor diferenciacion osteoblastica en células de
ligamento estimuladas a osteoblastos, a través de
un aumento significativo de los niveles de expre-
sion génica de Runx2”. Sin embargo, otros autores
describen otros resultados diferentes segin el tipo
de células empleadas, los niveles de glucosa en el
medio de cultivo y el tiempo de exposicion a ella,
no siendo éstos consistentes®*.

tido, en anteriores investigaciones
de nuestro grupo llevados a cabo en
cultivos de hOB de pacientes con
fractura de cadera frente a personas con artrosis, com-
probamos también que los pacientes con osteoporo-
sis eran los que presentaban mayores modificaciones
en la expresion génica ante los diferentes estimulos®
% Esto puede indicar que, in vivo, estas células de
pacientes osteopordticos ya estan condicionadas, por
el ambiente en que se encuentran, a unos niveles de
respuesta mayores que los de un individuo con meta-
bolismo 6seo sano. Igualmente, los pacientes con
DM2 con una alteracion en el metabolismo 6seo
inducida por la hiperglucemia y el estrés oxidativo
habitual, son también los que mas responden ante las
condiciones in vitro que hemos experimentado.



La expresion génica de AGER
se vio aumentada tanto en la con-
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Figura 3. Ratio RANKL/OPG

dicion alta en glucosa como en la
alta en glucosa suplementada con 4
AGEs en los grupos control (OA) 35
y osteoporotico (OP), pero no asi S 3
en el grupo diabético (OP+DM), =
que resultaron similares a la con- B 25
diciéon basal. Estos resultados ;5 2
coinciden con los obtenidos en § 1,5
células MC3T3E1 por Mercer y & 1
cols.”” y en osteoblastos humanos M 05
por Franke y cols.”, donde anali- ’
zan la expresion de AGER en cul- 0 " o 1 . - 1
tivos expuestos a AGEs. En ellos ,> MM Glucosa 25 mM Glucosa - 25 mM Manitol 305 FXJ’J?&
se sugiere que a consecuencia de HOA OP FHOP DM
la presencia de una concentracion
mayor de AGEs, se produce una
mayor activacion AGE-AGER, lo
que causaria disfunciéon osteoblds- Figura 4. Expresion génica de Runx2
tica. Los resultados, con respecto
a la expresion de AGER, en el
grupo OP+DM indican que los 5 .
osteoblastos de estos pacientes 4,5
podrian sufrir algin tipo de habi- g 4 T
tuacion a niveles extracelulares = 35
altos en glucosa y AGEs, lo cual £ 3 [
les hace no reaccionar ante estos g 25
estimulos, al menos durante las T2
primeras 24 h de tratamiento, La § 1,5 '|' T
interaccion  de AGEs con sus M1
receptores altera la senalizacion 0,5
celular, promueve la expresion de 0
genes, aumenta la liberacion de 4,5 mM Glucosa 25 mM Glucosa 25 mM Manitol JrZ()Slmél\/Ig/Cr}IllllJc:éa}lz
moléculas pro-inflamatorias y HOA OP HOP DM '
aumenta la generacion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO),
con el consecuente estrés oxidati-
vo. A su vez, el ambiente hipergli-  Figura 5. Expresion génica de AGER
cémico a largo plazo, como ocu-
rre en la diabetes, incrementa la 3
produccion de AGEs y de ROS,
pudiendo causar un descenso en 2,5
la proliferacion y un aumento de g
la apoptosis en los osteoblastos®. § 2 [
Hemos podido comprobar que L T [
los pacientes con fractura de & 15
cadera sin DM presentaron niveles 'z
elevados de PTH y bajos de IGF- 2, 1
1, condiciones ambas que se aso- & 05
cian a la osteoporosis senil y la ’
fractura de cadera. Es conocido 0
que con la edad existen menores 4,5 mM Glucosa 25 mM Glucosa 25 mM Manitol 25 mM Glucosa
niveles de vitamina D, como con- +0,1 mg/ml AGE
secuencia del menor aporte, la WOA “Oop HOP DM
menor absorcion y la menor
exposicion solar, que lleva a un
hiperparatiroidismo secundario,
con el consiguiente incremento en el remodelado Si bien es verdad que la mayoria de los resulta-
oseo y el mayor riesgo de padecer fracturas®. En dos que hemos encontrado puede que no hayan
personas de edad avanzada también se describen sido estadisticamente diferentes por pequeno tama-
niveles bajos de IGF-1 en suero que se correlacio- o muestral, hemos de tener en cuenta también que
na con una baja densidad mineral 6sea y con un el grupo de pacientes con DM2 llevaba escaso tiem-

riesgo de fractura incrementado®'.

po de evolucion de enfermedad (media de 5 anos)
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y con un control metabolico muy adecuado (HBAlc
media de 6,5%). Como se sabe, las complicaciones
de la diabetes son tanto mas acusadas como mayor
sea su tiempo de evolucion y cuanto mas alterado
se halle el metabolismo hidrocarbonado?®. Entre las
limitaciones del presente estudio la mas importante
es el hecho de no poder contar con un grupo de
personas verdaderamente sanas de las que poder
obtener biopsias Oseas, teniendo que utilizar como
referencia personas con artrosis, que por lo general
y dada la naturaleza de esta patologia, siempre van
a ser de menor edad que los pacientes que se frac-
turen la cadera, siendo conscientes de que la edad
es uno de los factores independientes que mas
influyen sobre las alteraciones en el remodelado
Oseo. Por ultimo, serfa conveniente analizar si las
alteraciones génicas encontradas repercuten a nivel
proteico o no.

En conclusion y a la vista de nuestros resultados,
podemos senalar que la presencia de hiperglicemia y
AGEs altera la expresion génica de RANKL, ratio
RANKL/OPG y Runx2 en cultivos de osteoblastos de
pacientes con fractura osteopordtica y en diabéticos
con este tipo de fracturas, especialmente en estos ulti-
mos. Ello podria generar alteraciones en el remode-
lado 6seo (niveles mas altos de -Crosslaps y PINP)
que podria explicar, al menos en parte, la menor
resistencia 6sea y el aumento de incidencia de frac-
turas no traumadticas en estos pacientes.

Bibliografia

1. Schwartz AV, Sellmeyer DE. Diabetes, fracture, and
bone fragility. Curr Osteoporos Rep 2007;5:105-11.

2. Roszer T. Inflammation as death or life signal in diabe-
tic fracture healing. Inflamm Res 2011;60:3-10.

3. Vestergaard P, Rejnmark L, Mosekilde L. Diabetes and
its complications and their relationship with risk of
fractures in type 1 and 2 diabetes. Calcif Tissue Int
2009;84:45-55.

4. Saito M, Marumo K. Collagen cross-links as a determi-
nant of bone quality: a possible explanation for bone
fragility in aging, osteoporosis, and diabetes mellitus.
Osteoporos Int 2010;21:195-214.

5. Patel S, Hyer S, Tweed K, Kerry S, Allan K, Rodin A,
et al. Risk Factors for Fractures and Falls in Older
Women with Type 2 Diabetes Mellitus. Calcif Tissue
Int 2008;82:87-91.

6. Blakytny R, Spraul M, Jude EB. Review: the diabetic
bone: a cellular and molecular perspective. Int J Low
Extrem Wounds 2011;10:16-32.

7. Wongdee K, Charoenphandhu N. Osteoporosis in dia-
betes mellitus: Possible cellular and molecular mecha-
nisms. World J Diabetes 2011;2:41-8.

8. Henriksen K, Neutzsky-Wulff AV, Bonewald LF,
Karsdal MA. Local communication on and within bone
controls bone remodelling. Bone 2009;44:1026-33.

9. lLacey DL, Timms E, Tan HL, Kelley MJ, Dunstan CR,
Burgess T, et al. Osteoprotegerin ligand is a cytokine
that regulates osteoclast differentiation and activation.
Cell 1998;93:165-76.

10. Komori T. Regulation of bone development and extra-
cellular matrix protein genes by RUNX2. Cell Tissue
Res 2010;339:189-95.

11. Komori T, Yagi H, Nomura S, Yamaguchi A, Sasaki K,
Deguchi K, et al. Targeted disruption of Cbfal results
in a complete lack of bone formation owing to matu-
rational arrest of osteoblasts. Cell 1997;89:755-64.

12. Wilton R, Yousef MA, Saxena P, Szpunar M, Stevens FJ.
Expression and purification of recombinant human

13.

14.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

20.

27.

28.

29.

30.

31.

receptor for advanced glycation endproducts in
Escherichia coli. Protein Expr Purif 2006;47:25-35.
Hofbauer LC, Khosla S, Dunstain CR, Lacey DL, Boyle
WJ, Riggs BL. The roles of osteoprotegerin and osteo-
protegerin ligand in the paracrine regulation of bone
resorption. ] Bone Miner Res 2000;15:2-12.

Blakytny R, Spraul M, Jude EB. Review: the diabetic
bone: a cellular and molecular perspective. Int J Low
Extrem Wounds 2011;10:16-32.

Bierhaus A, Hofmann MA, Ziegler R, Nawroth PP.
AGESs and their interaction with AGE-receptors in vas-
cular disease and diabetes mellitus. I. The AGE con-
cept. Cardiovasc Res 1998;37:586-600.

Alikhani M, Alikhani Z, Boyd C, MacLellan CM, Raptis
M, Liu R, Pischon N, Trackman PC, Gerstenfeld L,
Graves DT. Advanced glycation end products stimula-
te osteoblast apoptosis via the MAP kinase and cytoso-
lic apoptotic pathways. Bone 2007;40:345-53.

Mercer N, Ahmed H, McCarthy AD, Etcheverry SB,
Vasta GR, Cortizo AM. AGE-R3/galectin-3 expression in
osteoblast-like cells: regulation by AGEs. Mol Cell
Biochem 2004;266:17-24.

Franke S, Siggelkow H, Wolf G, Hein G. Advanced
glycation endproducts influence the mRNA expression
of RAGE, RANKL and various osteoblastic genes in
human  osteoblasts.  Arch  Physiol  Biochem
2007;113:154-61.

Li H, Jiang LS, Dai LY. High glucose potentiates colla-
gen synthesis and bone morphogenetic protein-2-
induced early osteoblast gene expression in rat spinal
ligament cells. Endocrinology 2010;151:63-74.

Guan CC, Yan M, Jiang XQ, Zhang P, Zhang XL, Li J,
et al. Sonic hedgehog alleviates the inhibitory effects
of high glucose on the osteoblastic differentiation of
bone marrow stromal cells. Bone 2009;45:1146-52.
Barbagallo I, Vanella A, Peterson SJ, Kim DH, Tibullo
D, Giallongo C, et al. Overexpression of heme oxyge-
nase-1 increases human osteoblast stem cell differen-
tiation. J Bone Miner Metab 2010;28:276-88.

Zhen D, Chen Y, Tang X. Metformin reverses the dele-
terious effects of high glucose on osteoblast function.
J Diabetes Complications 2010;24:334-44.

Wang W, Zhang X, Zheng J, Yang J. High glucose sti-
mulates adipogenic and inhibits osteogenic differentia-
tion in MG-63 cells through cAMP/protein kinase
A/extracellular signal-regulated kinase pathway. Mol
Cell Biochem 2010;338:115-22.

Schiltz C, Prouillet C, Marty C, Merciris D, Collet C, de
Vernejoul MC, et al. Bone loss induced by Runx2 over-
expression in mice is blunted by osteoblastic over-
expression of TIMP-1.J Cell Physiol 2010;222:219-29.
De Amorim FP, Ornelas SS, Diniz SF, Batista AC, Da
Silva TA. Imbalance of RANK, RANKL and OPG
expression during tibial fracture repair in diabetic rats.
J Mol Histol 2008;39:401-8.

Giner M, Montoya M]J, Vazquez MA, Rios MJ, Moruno
R, Miranda M]J, et al. Modifying RANKL/OPG mRNA
expression in differentiating and growing human pri-
mary osteoblasts. Horm Metab Res 2008;40:869-74.
Giner M, Rios MA, Montoya MA, Vazquez MA, Naji L,
Pérez-Cano R. RANKL/OPG in primary cultures of
osteoblasts from post-menopausal women. Differences
between osteoporotic hip fractures and osteoarthritis J
Steroid Biochem Mol Biol 2009;113:46-51.

Giner M, Rios MJ, Montoya M], Vazquez MA, Miranda
C, Pérez-Cano R. Alendronate and raloxifene affect the
osteoprotegerin/RANKL system in human osteoblast
primary cultures from patients with osteoporosis and
osteoarthritis. Eur ] Pharmacol 2011;650:682-7.
Barlovic DP, Soro-Paavonen A, Jandeleit-Dahm KA.
RAGE biology, atherosclerosis and diabetes. Clin Sci
(Lond) 2011;121:43-55.

Bienaimé F, Prié D, Friedlander G, Souberbielle JC.
Vitamin D metabolism and activity in the parathyroid
gland. Mol Cell Endocrinol 2011;347:30-41.

Gamero P, Sornay-Rendu E, Delmas PD. Low serum
IGF-I and occurrence of osteoporotic fractures in pos-
tmenopausical women. Lancet 2000;355:898-9.





