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Resumen

A partir de la teoria de que la fusion celular es esencial para la funcion del Osteoclasto y su
rol en el mantenimiento del control de la masa Osea y osteoclastica, se desarroll6 un modelo
para la obtencién de células similares a osteoclastos que son capaces de realizar resorcion
utilizando polietilenglicol (PEG). Se demostr6 que su aplicacion en monocitos (linea celular
U937) genera fusion, y que este evento es suficiente para la expresion de genes especificos
del Osteoclasto, y resorcion 6sea. El propdsito de este trabajo fue investigar los cambios en
la actividad resortiva al aplicar distintos agentes oxidantes y reductores sobre este modelo.
Método: Se indujo fusién de células U937, para obtener células similares a osteoclastos, con
0.5ul PEG mw:1450 por cada 50.000 células que fueron sembradas sobre laminas de hueso,
0 un grupo control no tratado con PEG; las células fueron resuspendidas en DMEM con SFB
al 10%, y mantenidas bajo una atmosfera humidificada al 5% de CO2 a 37°C durante 2
horas; aplicandolos directamente en el medio y en diferentes tiempos, se realizd induccién
oxidativa con DMNQ 0.15uM, homocisteina 100uM, peréxido de hidrogeno 50uM o
tratamiento con agentes reductores TROLOX 500uM, TEMPOL100uM, &cido ascorbico
50ug/ml, NAC 30mM, GSH 32mM + BME 25uM . Se evalud presencia de especies reactivas
de oxigeno (ROS), tincién para TRAP (fosfatasa acida tartrato resistente), actividad resortiva
y expresion de marcadores osteoclasticos. Resultados: La fusibn con PEG induce la
generacion de ROS, el aumento en el porcentaje de células TRAP +, la formacion de anillos
de actina y el area resorbida con respecto a las células no fusionadas. El tratamiento con
agentes oxidantes en los dias 0 y 1 después de fusionar con PEG genera un aumento en
ROS consecuente con un aumento de TRAP, anillos de actina y resorcion 6sea, de manera
contraria se produjo una disminucion de estos con el tratamiento con agentes reductores en
estas etapas; el pretratamiento con agentes oxidantes y reductores generé una disminucion
en la resorciéon para ambos casos, sin embargo, la aplicacion de ambos tipos de tratamiento
en los dias 2 y 3 después de la fusibn con PEG no generé cambios significativos en la
resorcion. Conclusién: La fusion per se implica la generacion de ROS, aumentando la
expresion de marcadores osteoclastogénicos y actividad resortiva, dichas caracteristicas se
acenttan al aplicar reactivos oxidantes, sugiriendo que el estado oxido reductor de la célula
es critico para la supervivencia, estabilidad de la fusién y para el inicio de la actividad
osteoclastogénica Palabras Clave: Resorcion 6sea, Fusién de macréfagos, Osteoclasto,
Actividad, PEG, RANKL, Antioxidantes, Oxidantes, Redox status.
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Abstract

Based on the theory regarding nuclear fusion is essential for the osteoclast function and its
role in maintaining control of both the bone mass and osteoclastic resorption, a model was
developed in order to obtain osteoclasts like cells that are able to bone resorption using
polyethylene glycol (PEG). It was demonstrated that its application in monocytes (cell line
U937) generates fusion, and this event is enough for the expression of osteoclast specific
genes, and bone resorption. The purpose behind this work was to investigate the changes in
the resorptive activity when applying different oxidant and reducing agents using this model.
Method: Fusion of U937 cells were induced to obtain osteoclast like cells with 0.5 pl PEG
mw:1450 per 50.000 cells that were seeded in bone slices, or a control group that were not
treated with PEG; cells were resuspended in DMEM with SFB at 10%, and kept under a
humidified atmosphere with 5% of CO; at 37°C during 2 hours; Applying directly in the culture
media and at different times; oxidant induction was achieved with DMNQ 0.15 uM,
Homocysteine 100 pM, Hydrogen peroxide 50 uM, besides treatment with reducer agents
TROLOX 500 Mm, TEMPOL 100 Mm, Ascorbic Acid 50 pyg/ml, NAC 30Mm, GSH 32Mm +
BME 25 Mm. The presence of reactive species of oxygen (ROS) was evaluated, osteoclast
differentiation was determined by Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining,
resorptive activity and expression of osteoclastic markers. Results: PEG fusion results in
ROS generation, increase in the TRAP + cells percentage, actin ring formation and resorbed
area compared with non-treated cells. Treatment with oxidants on days 0 and 1 after PEG
fusion results in increased levels of ROS, TRAP+ cells percentage, actin rings and bone
resorption, treatment with reducers had an opposite effect decreasing these aspects;
pretreatment with oxidants and reducers showed a decrease in bone resorption in both
cases; otherwise oxidant and reducers applied on days 2 and 3 after PEG fusion did not
show significative changes in bone resorption. Conclusion: Fusion itself implies ROS
generation in turn increasing the expression of osteoclastogenic markers and resorptive
activity, these characteristics are accentuated when applying oxidizing reagents, suggesting
that the redox state of the cell is critical for survival, fusion stability and the beginning of the
osteoclastogenic activity. Key Words: Bone resorption, macrophage fusion, osteoclast,

activity, PEG, RANKL, antioxidants, oxidants, redox status.
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ABREVIATURAS

Abreviatura  Significado

NFkB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.

NFATcl Factor nuclear de células T activadas, citoplasmatico 1.

ERVW-1 Sincitina 1.

CcD47 Proteina asociada a integrinas.

DC STAMP Proteina transmembrana especifica de células dendriticas.

OC STAMP Proteina transmembrana estimuladora de osteoclastos.

ADAM 12 Proteina con dominios desintegrina y metaloproteinasa 12.

CDH1 Cadherina 1/ E-Cadherina.

Cx 43 Conexina 43/ proteina de unién gap alfa 1.

TRAP Fosfatasa acida tartrato resistente.

CTSK Catepsina K.

MMP9 Metaloproteinasa 9.

ATPvaAl ATPasa vacuolar tipo H+.

CA2 Anhidrasa Carbonica Il

CD61 Integrina Beta 3.

VDAC1 Canal selectivo de aniones voltaje dependiente 1.

CTR Receptor de calcitonina.

NOX4 Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidasa 4/ NADPH Oxidasa 4.

ROS Especies reactivas de oxigeno.

MCSF Factor estimulante de colonias macréfago.

RANK Receptor activador del factor nuclear kappa B.

RANKL Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B.

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco.

SFB Suero fetal bovino.

PBS Tampon fosfato salino.

PEG Polietilenglicol.

Mw Peso molecular.

PBMC Célula mononuclear de sangre periférica.

BMMS Macréfagos derivados de médula 6sea.
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DMNQ 2,3-Dimetoxi-1,4-naftoquinona.

HCY Homocisteina.

H20: Peroxido de hidrogeno.

AA Acido ascoérbico.

TROLOX 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico.

GSH+BME Glutation reducido+ betamercapto etanol.

NAC N — Acetil cisteina.

TEMPOL 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil.

h.p.f Horas post fusion.
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1.Antecedentes del laboratorio

En el laboratorio de biologia molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia, a partir de la teoria de que la fusion celular es esencial para la funcion
del osteoclasto y su rol en el mantenimiento del control de la masa 6sea y osteoclastica, se
desarrollé6 un modelo para la obtencién de células similares a osteoclastos que son capaces
de realizar resorcion, utilizando polietilenglicol (PEG).

El desafio surge por la imposibilidad de crear una linea celular osteoclastica, ya que estas
células al estar en fase GO no proliferan, por lo cual los métodos actuales para la obtencién
de osteoclastos constituyen la diferenciacion de monocitos a través de cambios en el pH
(acido), aplicacion conjunta del factor estimulante de colonias macréfago (MCSF) y el
ligando para el receptor activador del factor nuclear k B (RANKL), donde RANKL se ha
identificado como el efector de la expresion especifica de genes osteoclastogénicos, y
cocultivos, donde osteoblastos principalmente y otros tipos de células, liberan RANKL para
gue se induzca diferenciacién de los monocitos. Se demostrd que la aplicacion de PEG en
monocitos (linea celular U937 0 monocitos de sangre periférica extraidos de sujetos sanos -
CMNSP) genera fusion, y que este evento es suficiente para la expresion de genes
especificos del Osteoclasto, comparable con los inducidos por la aplicacion de MCSF y
RANKL, entre los que se encuentran enzimas pro resortivas como la Fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP) y Catepsina K (CTSK) , ademas de marcadores especificos de
osteoclastos como la Anhidrasa carbdnica Il (CAll), el receptor de calcitonina (CT) vy la
ATPasa Vacuolar (V-ATPase Al); estas células similares a osteoclasto generan lagunas de
resorcién cuando son sembradas sobre hueso, que no fueron observadas cuando las células
no fueron sembradas o cuando se utilizaron células provenientes de otros linajes
(fibroblastos) aun cuando fueron fusionadas con PEG.

Esto constituye un método sencillo para reemplazar los cocultivos y ademas permite obtener
células multinucleadas que podrian ser usadas para estudios bioquimicos relacionados a
mecanismos basicos que conciernen a la fusibn de macréfagos para la obtencion de
osteoclastos, su actividad resortiva y la busqueda experimental para alternativas terapéuticas
(1-3).
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2.Planteamiento del problema

Las especies reactivas de oxigeno —ROS- causan estrés oxidativo en la célula que tiene
efectos deletéreos sobre ésta generando apoptosis, sin embargo, en estudios previos se ha
mostrado que en concentraciones indicadas no son téxicas y tienen un rol como segundo
mensajero, por ejemplo, en osteoclastos, ROS regula las vias de sefalizacién inducidas por
RANKL requeridas para su diferenciacion, pero es aun incierto si ROS esta implicado

directamente en la funcién resortiva del osteoclasto (4,5).

En el laboratorio de biologia molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia, se desarroll6 un modelo para estudiar directamente la actividad
resortiva de células similares a osteoclastos, obtenidas a partir de fusién de células de origen
monocito-macréfago (U937 humanas o CMNSP) con PEG (1-3). El propésito de este trabajo
es investigar los cambios en la actividad osteoclastogénica al aplicar distintos agentes
oxidantes y reductores, a células fusionadas con PEG. Es necesario determinar si la
actividad osteoclastogénica desencadenada por la fusién con PEG se modifica al tratar las
células con agentes reductores u oxidantes antes o después de la fusion con PEG. Los
resultados del presente trabajo permitiran deducir si la condicion oxidativa o reductora de la
célula altera la actividad osteoclastica. Especificamente, facilitara inferir qué tan fuerte es el
papel de la fusién en desencadenar los mecanismos bioquimicos implicados con la resorcién
a pesar que la célula se trate con agentes reductores u oxidantes antes de fusionar con PEG
y qué tanto se modifican al adicionar los mismos reactivos luego de la fusién. Estos cambios
seran evaluados analizando los niveles de ROS, la actividad TRAP, la actividad resortiva y
los marcadores de membrana citoplasmatica. Luego, permitira especular si la funcién de
RANKL durante la diferenciacion es adecuar la maquinaria bioquimica para que la célula
active vias pro-oxidantes y reducir las anti-oxidantes o reductoras, o si solamente es la de
facilitar la fusién de membranas celulares y dicha fusion es la que desencadena los eventos

bioquimicos pro-oxidantes.
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3.Pregunta de investigacion

Al alterar los mecanismos oxido-reductores de la célula se modifica la actividad

osteoclastica, en células U937 fusionadas con polietilenglicol?

4. Justificacion

El modelo desarrollado en el laboratorio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional, consistente en fusionar células con PEG, observandose que dicha fusién induce
actividad osteoclastogénica se interpreta como el estadio posterior a la proliferacion que
ejerce el (M-CSF) y de diferenciacién, ejercido por RANKL; es decir, al fusionar las células
con PEG es equivalente a saltar los eventos bioquimicos que llevan a cabo M-CSF y RANKL
en el precursor osteoclastico. Al parecer la fusién per sé induce eventos bioquimicos propios
de una célula osteoclastica diferenciada a juzgar por la actividad TRAP, resortiva y la
aparicion de marcadores en membrana citoplasmatica caracteristicos de los osteoclastos sin
que al cultivo se le adicione M-CSF o RANKL (1-3). La investigacion del papel de las
especies reactivas de oxigeno —ROS- en el metabolismo 6seo se limita al estudio durante las
fases de proliferacion y diferenciacién de los precursores osteoclasticos. Se han descubierto
varias vias de sefializacion implicadas en la regulacion de la cantidad de estrés oxidativo por
parte del precursor osteoclastico para generar el ambiente optimo que permita su
diferenciacién hacia osteoclasto donde la prevalencia de un ambiente oxidante es necesario
(4-13); no obstante, permanece incierto el papel y la importancia de ROS durante la actividad
del osteoclasto ya maduro y activo. Por esta razén, este trabajo contribuird al entendimiento
del papel del estado oxido-reductor en la actividad osteoclastica de células ya fusionadas o si
al alterar este estado antes o después de la fusién modifica la actividad osteoclastica. Es
decir, permitira discriminar si el estado oxido-reductor es determinante en la actividad del

osteoclasto o si lo es la fusion de las células o si juntos estan coordinados.
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5.0bjetivos

5.1 objetivo general

Analizar cambios en la actividad osteoclastica al aplicar agentes reductores u oxidantes en

células fusionadas con PEG.

5.2 objetivos especificos

1. Evaluar la actividad osteoclastica en células U937 fusionadas con PEG y tratadas
con agentes reductores TROLOX 500uM, TEMPOL 100uM, Acido Ascorbico
50ug/ml, NAC 30mM, Glutation 32mM + BME 25uM o con agentes oxidantes
DMNQ 0.15uM, Homocisteina 100uM, Perdxido de hidrégeno 50uM.

2. Determinar la etapa de la diferenciacion o de la actividad osteoclastica en la que
es esencial ROS para dichos procesos.

3. Evaluar la expresién de las proteinas de diferenciacion: NFkB, NFATc1; de fusion:
ERVW-1, CD47, DC STAMP, OC STAMP, ADAM 12, CDH1, Cx 43; de Actividad
resortiva: TRAP, CTSK, MMP9, ATPVAL, CA2, aVB3; y otros: VDAC1y CT; NOX y
presencia de ROS en células U937 fusionadas con PEG y tratadas con agentes
reductores u oxidantes que mostraron mejor y menor eficacia en alterar la

resorcion 6sea.
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6.Marco tedrico

6.1. Generalidades sobre metabolismo 6seo

El hueso como tejido conectivo especializado, tiene funciones que varian desde el soporte y
proteccién de érganos vitales, hasta el mantenimiento de la homeostasis sérica la cual hace
parte de un amplio proceso metabélico que es esencial para la vida (14). Este tejido debe
responder a los cambios en el medio ambiente, de manera tal que desde el nacimiento hasta
el envejecimiento y en procesos como el crecimiento, renovacion y reparacién ocurre el
remodelado 6seo, en el que el hueso viejo es reemplazado por hueso nuevo. Es decir, es
una estructura dinamica cuya homeostasis compleja, depende en parte, del acoplamiento
correcto de las funciones de los distintos tipos celulares; los osteoblastos, células formadoras
de hueso que trabajan en grupos para segregar y mineralizar la matriz ésea; los osteocitos
quienes componen la matriz 6sea, favorecen la nutricion y la estabilidad del hueso y
finalmente los osteoclastos, células responsables de la resorcion del hueso. En
circunstancias normales la resorcion, generada por los osteoclastos, es equivalente a la
formacion ésea, por los osteoblastos, de tal forma que se mantenga constante el volumen y
masa del hueso, luego una de las problematicas mas importantes se observa en como el
aumento de la resorcién 6sea se da sobre la aposicion de hueso nuevo, generando una
pérdida de masa 6sea por la hiperactividad osteoclastica comparada con la actividad

osteoblastica (15).

Los osteoclastos son células multinucleadas de gran tamafio, que se encuentran sobre la
superficie del hueso y cuya funcién principal es la resorcién del hueso; estas células son de
origen hematopoyético que surgen como resultado de la diferenciacion de células
precursoras que tras un proceso de fusién — multinucleaciéon-, maduran y se convierten en
osteoclastos activos con capacidad resortiva, ya que pueden disolver la matriz inorganica
de hidroxiapatita cristalina y degradar la matriz organica 6sea la cual es rica en fibras

colagenas (16).
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6.2. Hormonas, moléculas, y vias bioquimicas

relacionadas con la proliferacién celular

El linaje osteoclastico proviene de la célula madre hematopoyética, que dependiendo del
estimulo con el que sea tratada tomard la via mieloide o linfoide; para este caso, es de
interés la linea mieloide donde comienza su diferenciacién hacia célula progenitora mieloide
adulta (CMP) que responde a factores estimuladores de colonias granulocito — macréfago
(GM- CSF)- secretado por fibroblastos, asi se activara el factor de transcripcion especifico
para linfocitos T y monocitos, generando la unidad formadora de células granulocito —
macréfago (CFU- GM)-; en esta etapa la célula comenzara a perder su potencial proliferativo,
cuando es estimulada por M-CSF e interleuquina 3 (IL3), se diferencia hacia monocitos que
posteriormente pueden diferenciarse en otros tipos celulares, en este caso es de interés la

diferenciacion hacia osteoclastos (17).

M-CSF tiene un rol importante en la proliferacién y supervivencia de monocitos precursores
de osteoclastos. Por un lado, la unibn de MCSF con su receptor c-Fms genera la
fosforilacion de tirosinas en la porcion citoplasmatica de c-Fms, estas son capaces de
interactuar con proteinas como la tirosin protein kinasa oncogénica (c-Src), esto recluta a la
fosfatidilinositol 3 kinasa (PIK3) quien a su vez activa a la protein kinasa B (Akt), por otro
lado la fosforilacion de c-Fms activa a la proteina asociada a receptores de crecimiento
(Grb2) que funciona como un adaptador; ambos Akt y Grb2, terminaran en la activacion de
kinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKs) conocidas por activar proteinas G
pequefias y factores de transcripcion que median la sintesis de proteinas implicadas en

proliferacion y supervivencia como las ciclinas, entre otras (18,19).

6.3. Hormonas, moléculas y vias bioquimicas

relacionadas con la diferenciacion celular

El estimulo continuo de M-CSF genera Unicamente diferenciacién de monocitos hacia
macroéfagos, sin embargo, se sabe que estos expresan el receptor RANK cuya interaccion
con el ligando para el receptor activador del factor nuclear kB -RANKL- genera una cascada
de sefalizacibn que produce la expresion de genes especificos del osteoclasto. La

interaccion RANK — RANKL genera trimerizacion de RANK, y asi éste pueda interactuar con
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los receptores asociados al factor de necrosis tumoral (TRAF), especificamente a TRAF2,
TRAF5 y TRAF6, que reclutaran distintas proteinas, entre ellas las protein kinasas activadas
por mitégenos (p38), c-Src, PI3K y AKT que en este caso mediaran la activacion del factor
nuclear kB (NF«xB); el factor de transcripcidn proteina activadora 1 (AP1) y el factor nuclear
de activacién para células T citoplasmatico 1 (NFATcl), tres factores de transcripcion
implicados en la salida del ciclo celular y el compromiso del monocito a pre osteoclasto y
osteoclasto (18-27). Se sabe sin embargo que RANK tiene la capacidad de realizar un
autoensamblaje a través de la interaccion de sus dominios citoplasméticos localizados en las
posiciones 534-539 de la proteina, y que la sola oligomerizacién de RANK es suficiente para
producir osteoclastogénesis de manera independiente del ligando, de igual forma sucede a

través de la interaccion con las proteinas efectoras TRAF (22).

Fig. 1 Vias de sefializaciéon del osteoclasto
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RANKL y MCSF provenientes de osteoblastos y osteocitos, generan la activacion de los
receptores RANK y C-FMS en los osteoclastos. El primero generando una cascada de

sefalizacion a través de la interaccion con TRAF6 que libera a NFkB de su porcion inhibitoria
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permitiendo la translocacion de éste al nlcleo para que ejerza su funcién como factor de
transcripcion, paralelamente TRAF6 (23) genera la activacion y dimerizacion de c-jun y c-fos
para formar el factor de transcripcion AP1 y su translocacion al nucleo, también genera la
activacion y translocacion de NFATc1 que puede ser independiente de RANKL -dependiendo
del aumento del flujo del calcio intracelular-. Los tres factores de transcripcion son
necesarios para la expresion de genes osteoclastogénicos que permiten la fusién —
reorganizacion del citoesqueleto y formacion de enzimas y otras proteinas requeridas para la
resorcion, por su parte M-CSF mantiene la proliferacion y viabilidad de la célula (18-27).
Luego M-CSF actia como un factor de supervivencia en los progenitores tempranos,
mientras que RANKL -RANK provee la sefial clave para el compromiso con el linaje

osteoclastico.

6.3.1 Mecanismos de fusiéon

El primer paso en la diferenciacion del precursor osteoclastico es la regulacién positiva de
proteinas implicadas en la fusion, sin embargo, es muy importante recalcar que se requiere
de la heterogeneidad de los compafieros de fusion con respecto a los niveles de expresion

de las distintas proteinas fusogénicas (28-30).

6.3.1.1 DC-STAMP y OC-STAMP

Las proteinas transmembrana especifica de células dendriticas (DC-STAMP) vy
transmembrana estimuladora de osteoclastos (OC—-STAMP), son proteinas especificas del
linaje osteoclastico, ambas corresponden a receptores en la membrana celular que, aunque
sus ligandos son desconaocidos, funcionan de una manera similar, el estimulo con RANKL
genera la disminucién de los niveles de estas proteinas en la membrana, sin embargo,

aumenta dramaticamente su expresion (31).

Sin estimulo, ambos receptores mantienen secuestradas las tirosin fosfatasas con dominio
homologo a Src (SHP) cuya funcion es la de activar pequefias GTPasas RAS para la
regulacion de la sefializacion del calcio a través de la fosfolipasa C, los niveles altos de
calcio estimulan la auto amplificacién de la transcripcion de NFATcl para la posterior

expresion de genes osteoclastogénicos, por lo cual el estimulo de RANKL y la subsecuente
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internalizacion de DC-STAMP y OC-STAMP generan la liberacibn de SHP regulando
positivamente la sefializacion mediada por calcio (31-34).

Por otra parte, DC-STAMP y OC-STAMP pueden interactuar inhibiendo a las kinasas de
adhesion focal (FAK) estas kinasas activan a c-Src cuya funcién también es activar GTPasas
Rac necesaria en la polimerizacion de actina para generar adhesion y migracion; luego la
internalizacién de los receptores genera una cascada de sefalizacibn que facilita la
movilidad de los precursores osteoclasticos estimulados; estas células activas se han
denominado como iniciadores, los cuales interactian con otros precursores para comenzar
el proceso de fusién (31-34), es interesante también recalcar que los precursores
osteoclasticos que se encuentran activos por una previa estimulacion de RANKL pueden
interactuar con células que no han sido estimuladas y fusionarse con ellas para generar

osteoclastos (30).

Los altos niveles en la transcripcion de DC-STAMP y OC-STAMP se asocian como un
mecanismo regulatorio, porque la delecion de ellos causa un bloqueo de la formacion de
osteoclastos in vitro, por lo cual, principalmente DC-STAMP es indispensable para la fusién
celular (31).

6.3.1.2 CD47

La proteina asociada a integrinas (CD47) tiene capacidad de interactuar con integrinas y con
la proteina reguladora de sefales (SIRPa), esta interaccion genera en la célula la activacion
de pequefias GTPasas Rho cuya funcién principal es la de activar otras proteinas
encargadas de la polimerizacién de los anillos de actina para facilitar la movilidad de la
célula. Por su parte, SIRPa que se encuentra en la membrana de la célula contraria activa su
motivo inhibitorio basado en tirosina (ITIM) que bloquea la activacion de las SHP inhibiendo a
su vez la polimerizacion de la actina sirviendo entonces como una célula donante (35,36). La
interaccion de estas dos células inicia la fusion generando osteoclastos pequefios de dos
nucleos, sin embargo, la funciébn de CD47 en células ya fusionadas es adicionar células
individuales (37).
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6.3.1.3 ERVW-1

La Sincitinal (ERVW-1) es una glicoproteina que se compone de 2 subunidades, una de
superficie (SU) y una transmembrana (TM), la primera media el reconocimiento al receptor
transportador neutral de aminoacidos (ASCT1), y la unidad trans membrana contiene un
péptido de fusion; durante la fusion entre las células, una estructura de la unidad TM en
forma de espiral, asume una estructura trimérica en forma de horquilla, que se pliega con el
fin de acercar las membranas posicionando el péptido de fusion en proximidad a la regién C
terminal de ASCT1, el acercamiento entre las membranas disminuye la energia libre
necesaria para superar las barreras para unirse facilitando la unién con otras proteinas

encargadas de la fusibn de membranas per sé (38).

ERVW-1 ha mostrado un papel en la reducciéon del nimero de osteoclastos pequefios
multinucleados, fusionandolos entre si con el fin de generar osteoclastos mas grandes con
mayor cantidad de ndcleos (36); para que esto suceda el patron de ERVW-1 en la membrana
debe ser distinto entre los comparieros de fusién, ya sea porque una célula contiene ERVW-
1 y la otra no, o porque ERVW-1 de una célula se polariza al lado opuesto de la zona de
contacto con otra célula rica en ERVW-1. A mayor cantidad de fusién hay mayor presencia
de la sincitinal en la superficie de la célula, esto también puede ser un mecanismo
regulatorio del tamafio, pues cuando la célula haya alcanzado un nivel 6ptimo de fusién, la

superficie rica en ERVW-1 no permitira la adicion de nuevas células (36,39,40).

6.3.1.4 ADAM 12

La desintegrina y metaloproteinasa 12 (ADAM12), tiene capacidad de interacciéon con
integrinas y se considera como una molécula que participa en la fusién de las membranas.
Inicia la fusion por unién con la integrina a9B1 de otra célula modificando el citoesqueleto
(41), similar a ERVW-1 contiene un motivo de estructura parecida a los péptidos de fusion en
su dominio rico en cisteina, lo cual le permite generar un plegamiento que acerca las
membranas de ambas células entre si, se sabe que en osteoclastos hay una regulacion
positiva del mMRNA de ADAM12 en etapas tempranas, el cual disminuye drasticamente a
medida que las células mononucleadas comienzan a fusionarse y a formar células
multinucleadas, dandole un papel relevante a la fusibn Gnicamente entre precursores

osteoclasticos (42).
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6.3.1.5 CDH1

La E cadherina (CDH1) tiene capacidad de union a otras cadherinas, la porcion
citoplasmética de CDH1 una vez activada, recluta a la proteina catenina que a su vez
interactia directamente con forminas; estas proteinas —forminas- se encuentran implicadas
en la polimerizacion de la actina asociandose con los filamentos de actina. Dichas proteinas
tienen dominios de unién a pequefias GTPasas Rho, por lo cual la interaccién entre
cadherinas ejerce un efecto similar al de CD47 en la modificacion del citoesqueleto (43). La
expresion de CDH1 aumenta con el estimulo de RANKL, sin embargo, disminuye de manera
tiempo dependiente, es asi como se ha observado que su presencia persiste Unicamente en
pre osteoclastos y osteoclastos pequefios -de 1 a 3 nucleos-, y fue sustancialmente reducida
en osteoclastos multinucleados de mayor tamafio que coincidia con un aumento en la
expresion de NFATc1 (44).

6.3.1.6 Cx 43

La proteina de union Gap Alfa 1 o conexina 43 (Cx43), es uno de los componentes de las
uniones gap, las cuales permiten la comunicacion intercelular directa por la difusion de iones,
metabolitos y pequefias moléculas solubles incluyendo calcio y ATP, regulando distintas

funciones (45).

Luego de la activacion de RANKL, la fosforilacion de AKT genera el trafico de los
mondmeros de Cx43 desde el reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi, una vez
ensamblado el canal, la fosforilacion de PKA genera el tréfico hacia la membrana celular, alli
interactla con otras conexinas para formar lo que se denomina el poro de fusién, formado el
primer poro, distintas kinasas como Src, MAPKs, ERK y PKC regulan la degradacion de los
canales viejos con el fin de ensanchar el poro a medida que las membranas entran en
proximidad (45).

Cx43 se ha visto implicado en la fusion de precursores osteoclasticos, se sabe que la
expresion de Cx43 aumenta por la activacion con RANKL, sin embargo, se encuentra
relacionado principalmente con pre osteoclastos y osteoclastos pequefios, mostrando una
disminucion de la expresién en osteoclastos de gran tamafio, por lo cual su presencia es

inversamente proporcional al nivel de multinuclearidad, esto también dado a que tiene una
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vida media corta de aproximadamente solo 4 horas -lo suficiente para permitir la interaccion

entre las membranas y formar el poro de fusidon que posteriormente se ensanchara- (46-48).

En resumen, la fusion de los osteoclastos ocurre gracias a que distintas proteinas
interactian aproximando las membranas celulares de una forma intima, de manera tal que
pueda formarse el poro de fusién a través de la conexina y fusionar asi las membranas y el
citoplasma; asi mismo este proceso se encuentra regulado estrictamente entre comparieros

de fusion y con el fin de lograr un tamafio determinado.
La fusién celular se ha logrado identificar entonces como un proceso de cuatro etapas (28):
1. Movilizacion del osteoclasto donante hacia el osteoclasto receptor.

2. Formacion de un podosoma por parte de la célula donante que busca la formacion de una
superficie de contacto ancha entre las membranas celulares inmediatamente previa a la

fusion.

3. Formacion de una copa fagocitica, donde el osteoclasto receptor envuelve al osteoclasto

donante en una estructura similar a la que se forma en un proceso de fagocitosis.

4. Cuando las células se estan fusionando, dentro de la célula receptora se encuentran

estructuras similares a tubos, la célula forma estructuras similares que se unen entre si.

6.3.2 Actividad osteoclastica

Una vez el osteoclasto se ha fusionado comienza una segunda etapa en la que comienza la
transcripciébn de proteinas necesarias para su funcién, entre ellas una gran variedad de
enzimas que se encargan de degradar la matriz organica e inorganica (49-53); en etapas
tardias post fusion RANKL genera estructuras necesarias para la resorcion a través de la
activacion de TRAF6 directamente ya que éste media la activacion de c-Src y la fosforilacién
de c-Cbl, que tienen roles en la resorcién debido a que activan GTPasas encargadas de la
reorganizacion del citoesqueleto, que es necesaria para generar podosomas y anillos de
actina que funcionan como medio de unién con la matriz 6sea de manera tal que se cree una
zona de sellado donde se realiza la resorcién, por otro lado, interviene en la formacion del
borde en cepillo por donde se dara la secrecion de enzimas e hidroxilo que modifican el pH

de lo que se llamara la laguna de resorcion. Se ha encontrado que el bloqueo en la funcién
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de TRAF6 en osteoclastos maduros, afecta el ensamblaje del borde en cepillo y la exocitosis
necesarias para la resorcion de los osteoclastos (23). La unién a la matriz 6sea se da gracias
a la integrina alfa beta 3 (avBs), esta integrina posee una porcion citoplasmatica que se
encuentra anclada al citoesqueleto y genera vias de sefializacion dependientes de c-Src y
Pyk2, la porcion extracelular tiene capacidad de unirse a una variedad de proteinas de la
matriz extracelular como la vitronectina, la osteopontina y la sialoproteina ésea, generando

asi una intima adherencia al hueso (48).

Una vez formado el borde en cepillo el primer paso en la resorcion ésea es la disolucién de
la hidroxiapatita que ocurre al formaracido clorhidrico en presencia protones de hidrogeno y
cloro liberados por las vesiculas provenientes del aparato de Golgi a través del borde en
cepillo a manera de inyeccién; el acido clorhidrico formara gran parte de la laguna de
resorcion entre la membrana del borde en cepillo y la matriz ésea (49-53).

A partir de diéxido de carbono y agua, la anhidrasa carbonica citoplasmatica Il (CA2),
genera una reaccion que libera protones de hidrégeno y bicarbonato, ambos son expulsados
por la célula a través de la ATPasa vacuolar (ATPv), esta bomba de proteinas utiliza la
hidrolisis del ATP para crear un gradiente de concentracion acidificando el medio extracelular
en un pH aproximado a 4.5. Sin embargo, los hidrogeniones y los ambientes &cidos también
se requieren en distintos organelos, como en vesiculas lisosomales, generalmente la ATPv
se ubica en la posicién condensada en el anillo de actina pues se encuentra anclada a los
microfilamentos (49). El exceso de bicarbonato citoplasmatico se remueve gracias a un
intercambio de cloro—bicarbonato en la membrana basolateral manteniendo la homeostasis
de la célula (16,20).

Una vez degradada la matriz inorganica, enzimas proteoliticas se encargan de degradar la

porcién orgénica, de tal forma que:

La catepsina K (CTSK), es una enzima de tipo cisteina proteasa, esta enzima cataliza la
hidrélisis de los enlaces peptidicos a través de la deprotonacién de su grupo tiol en el sitio
activo de la enzima, esta enzima se expresa en osteoclastos y se secreta por el borde en
cepillo de la membrana, también puede ser encontrada en vesiculas intracelulares de la ruta
trancistotica; sus principales sustratos son los colagenos tipo | y Il y la osteonectina, sin
embargo su importancia radica en que es una enzima que funciona a pH acido de

aproximadamente 5, y ademas es capaz de activar otras enzimas proteoliticas (50).
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La metaloproteinasa 9 (MMP9) (51), pertenece al grupo de metaloproteinasas de la matriz,
que es una familia de endopeptidasas dependientes de zinc cuya funcion es hidrolizar el
enlace peptidico de distintas proteinas, la MMP9 tiene un dominio catalitico para la
fibronectina que es capaz de realizar protedlisis de colageno tipo IV y V (52), no obstante la
MMP9 en osteoclastos es liberada como una enzima inactiva, proMMP9, donde una cisteina
se une al &tomo de zinc en el sitio activo manteniéndola en un estado de latencia, para que
la MMP9 se active requiere de la disrupcion de esta interaccion, en osteoclastos se ha
demostrado que la responsable de este clivaje es la CTSK (53).

La fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), es un polipéptido que se sintetiza con una baja
actividad enzimatica, el clivaje en una region expuesta convierte la proteina en una forma
que contiene 2 subunidades que es cataliticamente activa. La CTSK también es responsable
del clivaje y consecuente activacion del TRAP monomérico (50), es secretada por los
osteoclastos durante la resorcién Gsea a través de los lisosomas que se encuentran en las
vacuolas resortivas en el borde en cepillo; in vitro, TRAP es capaz de hidrolizar varios
sustratos incluyendo nucleétidos, fosfatos y fosfoproteinas como la osteopontina pero su
actividad ocurre Unicamente en ambientes acidos (54). La porcién catalitica tiene un cluster
di- iron- oxo, esto quiere decir un ligando tipo oxo, éste es un atomo de oxigeno unido a uno,
0 Mas centros metalicos -en este caso hierro-, estos grupos son altamente reactivos y son
capases de abstraer atomos de hidrogeno de enlaces saturados con carbonos, siendo
capaces de oxidar grupos alquilo directamente a alcoholes sin pasar por la formacion de un
acido carboxilico, asi como también tienen capacidad de oxidar grupos aromaticos
transfiriendo un atomo de oxigeno; ya que se encuentra en la subunidad catalitica estas
oxidaciones son quimicamente selectivas y tienen lugar en medios acuosos, no obstante se
ha identificado que los atomos de hierro en las moléculas pueden disociarse y formar
radicales libres por la reaccion fenton (55,56). Esta reaccién ocurre cuando un atomo de
hierro, en este caso unido a TRAP en condiciones &cidas interactia con una molécula de
peréxido de hidrogeno, el hierro se oxida generando entonces dos moléculas radicales
hidroxilo, adicionalmente se puede dar la reaccion de Haber Weiss que ocurre cuando un
superéxido entra en contacto con peréxido de hidrogeno y produce radicales hidroxilo; estas
moléculas son altamente reactivas y tienen alta capacidad oxidativa pudiendo alterar

facilmente a los enlaces de otras moléculas (57).
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Fig. 2 Lareaccion Fenton y Haber Weiss resultan en la generacion de radical
hidroxilo en la presencia de hierro.

Fe2* + H,0, —> Fe3* + HO* + OH-
(Fenton reaction)

Oz'- + H,0,€—> 0, + HO*+ OH"

(Haber-Weiss reaction)
Fuente: Singh N. Brain iron homeostasis. Antioxid Redox Signal. 2014 (58).

Los metales activos como el hierro y el cobre son necesarios para la funcion celular porque
participan en la transferencia de electrones pues sirven como cofactores para enzimas, sin
embargo, el hierro libre puede reaccionar con oxigeno molecular, para generar radicales
hidroxilo y aniones hidroxilos, para este caso causan oxidacibn de aminoacidos

deaminandolos y contribuyendo asi a la degradacién de las proteinas (58).

Los productos de la degradacion son removidos por medio de una trancitosis vesicular desde
el borde en cepillo hasta al dominio secretorio funcional donde se liberan en el espacio
extracelular (16). Dentro de estas vesiculas TRAP produce especies reactivas de oxigeno
gue en conjunto con la presencia de MMP9 y CTSK finalizan la degradacion de los productos
de resorcién (56), aqui un intercambiador de cloro-bicarbonato, normaliza el pH dentro de la
célula y de las vesiculas, por tanto, del material expulsado y cuando el osteoclasto termina
de realizar su funcién, algunos autores sugieren que se moviliza a un segundo sitio para

continuar la resorcion (20).

No obstante, para confirmar el linaje osteoclastico, dado que algunas células como las
células gigantes multinucleadas provenientes de macréfagos poseen algunas de estas
proteinas, se han utilizado marcadores especificos como el receptor de calcitonina (CTR)
gue el osteoclasto utiliza como sensor de los niveles de calcio en sangre y (VDAC1) como
canal de cloro que también ha mostrado un rol en la acidificacién de las lagunas de resorcién
(59), sin embargo VDAC1 media la salida del anién superoxido desde la mitocondria hacia el

citoplasma (170).
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Por la complejidad de lo anteriormente dicho, entender el proceso de diferenciacion y
actividad del osteoclasto es importante para estudiar las enfermedades que presentan
caracteristicas osteoporoticas, ya que ROS que se incrementa por varios factores como la
edad, menopausia, estrés y estados inflamatorios, entre otros, regulan positivamente el
proceso de diferenciacion del pre osteoclasto hacia osteoclasto, activando distintas vias de
sefalizacién que facilitan su fusion y maduracion, lo que resulta un aumento en la pérdida
Osea (60-62).

6.4. El proceso oxidativo celular en la actividad

osteoclastica;:

ROS, son un grupo de moléculas que se producen durante los procesos metabdlicos de la
célula cuyas reacciones requieren oxigeno, estas moléculas son productos de la cadena de
transporte de electrones, sistemas de enzimas que utilizan oxigeno, peroxisomas y otros
procesos aerbbicos, asi como los procesos de peroxidacién lipidica, los ROS son
generalmente muy reactivos porgque tienen electrones desapareados que son inestables y
por lo tanto reaccionan con otras moléculas con el fin de estabilizarse al completar sus
orbitas, el proceso de 6xido reduccion ocurre cuando los ROS que son agentes oxidantes
tienden a captar electrones para reducirse y estabilizarse, mientras que los agentes
reductores son los que ceden electrones para posteriormente convertirse en elementos
oxidados (63).

Se consideran ROS, los productos de la reduccién secuencial del oxigeno (O), una
reducciéon forma el Anién superdoxido Oz, y el radical hidroperoxilo O;H una segunda
reduccién, forma el perdxido de hidrégeno H,O2, y una tercera reduccion produce el radical
hidroxilo OH", aunque también pertenecen al grupo de los ROS el 6xido nitrico (NO) vy el
acido nitrico HONO, (HNO3) (59).

Los aniones superéxido O, pueden formar H.O.y O, por un proceso llamado dismutacion,
sin embargo, la enzima superéxido dismutasa SOD, acelera esta reaccion, por lo cual la vida
media tipica del superdxido dentro de la célula es de menos de 1ms (59). El H,O, es una
molécula més estable que se difunde facilmente por la célula a través de acuaporinas, tiene
una vida media de 1ms Yy viaja hasta una micra de distancia (62), por si solo puede causar

reacciones de oxidacion, pero puede generar OH en presencia de metales de transicion
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como hierro y cobre por la reaccion fenton, el OH- tiene una reactividad mas alta, por lo cual
su vida media es de nanosegundos luego no migra cuando se encuentra en solucion
afectando solamente las moléculas cercanas a su sitio de produccion, no obstante estas
tasas de vida media dependen de la cantidad de enzimas antioxidantes en el momento de la
produccion de ROS (59).

Su caracteristica oxidante hace que estas moléculas, en exceso, representen un dafio
potencial para la célula, alterando el DNA, oxidando acidos grasos y aminoacidos (63); este
fendbmeno se conoce como estrés oxidativo que hace que la célula cambie o pierda su

funcién e incluso que genere apoptosis.

Sin embargo, ROS también tienen distintos roles en la fisiologia celular, porque en general
funcionan como un segundo mensajero que regula la diferenciacién, proliferacién y migraciéon
celular (64-66); por lo cual los mecanismos oxido reductores tienen un papel importante en

mantener el equilibrio de ROS en la célula (66-73).

Los monocitos tienen la capacidad de fusionarse y dependiendo de los genes activados
pueden convertirse en células gigantes multinucleadas del sistema inmune que no tienen
capacidad resortiva pero que igualmente expresan proteinas osteoclastogénicas como TRAP
y cuya diferenciaciébn también esta mediada por la actividad de NFxB (1-3), o pueden
fusionarse diferenciandose hacia osteoclastos que expresan proteinas que les permiten
hacer resorcion. Para la diferenciacion de las células gigantes multinucleadas, hay evidencia
de que su diferenciacién también requiere de la generacion de ROS, donde las nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NOX) tienen un papel crucial, siendo NOX2 la
predominante en células multinucleadas, a estos ROS se les ha dado gran importancia en el
proceso de degradaciéon de agentes patégenos; la expresion de NOX2, también resulta por la
activacion de NFxB, donde hay un mecanismo de feedback, donde NFkB regula
positivamente NOX con la subsecuente produccion de Oy, que después activa a NF«xB en

las mismas células, lo que resulta en una produccion sostenida de Oy (74).

Sin embargo, se ha encontrado una diferencia determinante entre las células gigantes
multinucleadas y los osteoclastos y es que los niveles de NOX 2 expresados en osteoclastos
son el doble que en los fagocitos (75), por lo cual sus niveles de ROS son mas altos (76). Asi

mismo O, ha sido detectado en el borde en cepillo de los osteoclastos, lo que sugiere que
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los ROS también son producidos en los sitios de resorcion y que podrian participar en los
procesos de degradacion de la matriz a través de TRAP (74).

Sin embargo y de manera interesante a pesar de la delecibn de NOX2, los osteoclastos aln
pueden diferenciarse y mantener niveles de ROS similares a los que ocurririan en una
situacion normal, y esta capacidad ha sido atribuida a la mayor expresion de NOX4 (77), y
NOX1 (78), ya que al inhibir cualquiera de los dos se inhibe la osteoclastogénesis,
adicionalmente el rol de NOX1 y NOX4 en células gigantes multinucleadas no han mostrado
un rol especial (79).

NOX son enzimas que se encuentran ancladas a la membrana celular y estimulan la
produccién de ROS inducida por ROS, NOX genera Oy por la transferencia de electrones
desde el NADPH dentro de la célula, a través de la membrana y acoplandolos a un O, para
producir anién superoxido (NADPH + 20, <« NADP+ + 20,— + H+), O2- a su vez puede
formar H,O- que tiene otras reacciones (66).

El peréxido de hidrogeno H;O, a su vez activa a otras NOX para que comiencen la
produccién de Oy por otra parte, el peroxinitrito desaparea también a las sintasas de 6xido
nitrico (eNOS), pasando de NO a Oz, lo que aumenta la produccién de ROS mitocondrial,
por otra parte, el H,O; induce la transformaciéon de Xantin deshidrogenasa (XDH) en Xantin
oxidasa (X0O), que es otra fuente de H-O,y Oz (10,80).

En osteoclastos NOX1 aumenta su transcripcion y se activa tras el estimulo por RANKL a
través de una pequefia GTPasa Racl tras su activacion por TRAF6, mientras que aunque
NOX2 se encuentra en altos niveles, parece ser constitutiva, y su delecién no afecta la
diferenciacion, como si sucede al suprimir NOX1; por otra parte las NOX3 y 4 no presentan
niveles elevados, pero se ha observado que su delecion produce fenotipos osteopetréticos
porque hay una disminucién en la cantidad de c-jun y JNK, proteinas importantes para la
proliferacion de precursores osteoclasticos, sin embargo ante la ausencia de una de estas

dos, su funcién puede ser suplida por la otra (70-71).

Es importante tener en cuenta también que una de las fuentes mas importantes de ROS
durante el metabolismo celular es la de la mitocondria; la sintesis de ATP por la fosforilacién
oxidativa, es un proceso basado en la oxidacién de productos de la glicolisis a través de la
cadena de transporte de electrones. En algunos sitios de la cadena respiratoria algunos

electrones son transferidos al O, generando O» en la matriz mitocondrial, y en el
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metabolismo de la glucosa también es producido por la alfa cetoglutarato deshidrogenasa,
piruvato deshidrogenasa, glicerol 3 fosfato deshidrogenasa y la beta oxidacion de &acidos
grasos (80), que representan las principales fuentes de ROS en condiciones fisiologicas.

Fig. 3 vias metabdlicas de las especies reactivas de oxigeno.
Electron transport chains in

mitochondria and chloroplasts;
NAD(P)H oxidase (membrane);

Xanthine oxidase (cytosol); Fenton reaction (Fe, Cu),
and others SOD Haber-Weiss reaction
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Fuente: Adaptado de Mori IC. Reactive oxygen species activation of plant Ca2+ channels. Plant
Physiol. 2004 (81).

Varias son las fuentes de ROS, entre ellas, algunas enzimas como NOX y XO, y otras como eNOS,
ademas la liberacién de electrones por la cadena de transferencia de electrones también constituye
una fuente importante de ROS, lo que resulta en la generacion de Oz, O2H-, H202 a través de SOD y

OH- por la reaccion Fenton, cada uno de ellos con una reactividad distinta (81).

A pesar de que no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual ROS media la
diferenciacion hacia osteoclastos, se ha demostrado en estudios previos que la generacion
de ambientes antioxidantes disminuyen la diferenciacion de pre osteoclastos hacia
osteoclastos, por lo cual se sugiere la importancia de ROS para este proceso (70-73); de
igual forma el osteoclasto tiene mecanismos reguladores del estrés oxidativo que durante
etapas tempranas de diferenciacion han mostrado ser suprimidos para que el aumento de

ROS sea suficiente para generar un estimulo pro osteoclastogénicos (82-84).

Estudios recientes sugieren que un ambiente oxidativo es necesario para la liberacion de
citoquinas como el grupo caja 1 de alta movilidad (HMGB1) que se ha identificado como una

citoquina osteoclastogénica, ya que se puede unir a receptores para productos avanzados
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de glicacion (RAGEs) y receptores Toll like 2 y 4 (TLR2, TLR4) que también tienen
capacidad de reclutamiento de TRAF que posteriormente inducirian la traslocacién al nucleo
NFkB con el fin de incrementar genes osteoclastogénicos de manera independiente a
RANKL (85,86).

ROS actia como un segundo mensajero en cascadas de sefializacion celular, la generacion
intracelular disparada por RANKL, genera activacion de distintas MAPK como JNK, ERK y
p38 a través de cambios en el estado de oxidacion de grupos tiol y también porque la
oxidacion de SHP1 y c-Src genera una asociacion entre ellas que permite la activacion de c-
Src para que esta a su vez active AKT y ERK (9), cuando las MAPK se encuentran activas
incrementaran la salida de calcio del reticulo endoplasmético con el fin de potenciar la via de
la calmodulina, JNK y p38 son activados en mayor medida por H.O,, mientras que ERK
responde mas a O,, ambos de manera dosis dependiente. Todo lo anterior significa la auto
amplificacion de NFATC1 vy la transcripcion de los genes osteoclastogénicos a través del
incremento en los niveles de calcio que activaran a la calmodulina—calcineurina (8), las
MAPK también se encuentran implicadas en la activacion de genes implicados en la
supervivencia celular, sin embargo, la activacion crénica de JNK y p38 genera sefializacion
pro apoptética que dispara activacion de caspasas y disfuncién mitocondrial, por lo que el

osteoclasto tiene mecanismos regulatorios de ROS (87).

Una parte muy importante en la regulaciébn de la osteoclastogénesis por ROS es la
biogénesis mitocondrial para lo cual altas concentraciones de hierro son requeridas en la
célula con el fin de sintetizar grupos heme en las proteinas de la cadena de electrones,
ademas de servir como cofactor para TRAP, el hierro entra a través del receptor de
transferrina 1 (TfR1), corriente arriba se encuentra la metaloreductasa antigeno epitelial de
préstata 4 (STEAPA4) esta enzima, que regula su expresion positivamente con el estimulo de
RANKL, tiene la capacidad de reducir Fe3* a Fe?* y Cu?* a Cu?*, usando NAD+ como aceptor,
asi es importante recordar que Fe?* es el que participa en la reacciéon Fenton generando mas
ROS (88).
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6.5. El proceso reductor celular en la actividad

osteoclastica

El exceso de ROS, tiene un efecto citotoxico por lo cual debe ser regulado, esto se logra
gracias a mecanismos antioxidantes, principalmente de enzimas, El factor nuclear derivado
eritroide 2 (Nrf2) es un factor de transcripcion de distintas enzimas citoprotectivas como la
NADPH Quinona oxidoreductasa (NQO1), Heme oxigenasa 1 (HO1), cadena pesada y
liviana de ferritina (FTH) y (FTL) respectivamente, Glutation peroxidasa (GPX), Thioredoxina
(TNX), Gamma glutamil cistein sintetasa (GCS) y Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD)
(89).

En condiciones basales Nrf2 se encuentra secuestrado por la proteina asociada a ECH
similar a Kelch 1 (Keapl) en el citoplasma que conduce a su degradacion en el proteasoma.
Durante la osteoclastogénesis la cantidad de Nrf2 se ve disminuida probablemente con el
objetivo de inhibir las enzimas antioxidantes de manera que los niveles de ROS se pueden
mantener, parece ser que la interaccion RANK—RANKL regula positivamente la transcripcion
de Keapl, que previene la translocacion de Nrf2 en el ndcleo evitando su funcién como

factor de transcripcion (83).

Por un lado, la stper oxido dismutasa (SOD) que se encuentra en estados basales de la
célula transforma el O, dentro y fuera de la mitocondria para generar H.O», una molécula
mas estable y menos reactiva, gracias a este incremento, Nrf2 pierde afinidad con Keapl
traslocandose asi al ndcleo para comenzar la transcripcion de enzimas como la Glutatién

peroxidasa (GPX), que es una catalasa que transforma el H,O; en H.O y O, (83,90).

GPX cataliza la reaccién de oxidacion de dos moléculas de glutation utilizando el H,O,, para
generar glutatién disulfuro (GSSG) y dos moléculas de agua, posteriormente el glutation
disulfuro se reduce nuevamente en glutation por la glutation reductasa (GR) que utiliza
NADPH como donante de electrones, por otra parte el glutation solo puede donar protones a
los lipidos de la membrana celular y mitocondrial para evitar la peroxidacion de lipidos, de
manera tal que se neutralizan los hidroperéxidos formados dentro de la célula (90-92). EIl
glutation reducido (GSH) es un tripéptido que se constituye por cisteina, glutamato y glicina,
la cisteina tiene un grupo tiol y es por esta razdn que sirve como donante de electrones

confiriéndole accion como antioxidante por si solo, asi mismo el glutation como sustrato de la
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GPX, y de otras enzimas como la transferasa de glutation (GST) y la glutaredoxina (Grx)
(92).

La relacion GSH/GSSG es muy importante y se ha utilizado como un indicador del estado
redox de la célula y los cambios de la relacién pueden modificar la expresion genética de
genes dependientes del estado redox, GSH es sintetizado en el citoplasma y su contenido es
de alrededor de 10-14 mM y facilmente el 30% penetra a los organelos por porinas y a través
de canales en contra del gradiente de concentracion, dirigiendose hacia el nucleo y la
mitocondria principalmente (93). Durante la osteoclastogénesis, se ha observado un
decrecimiento de la relacion GSH/GSSG que esta determinado por el estimulo de RANKL,
este promueve la disminucion en la expresion de la GSC, de manera muy interesante la
disminucion de los niveles generales de GSH inhiben la osteoclastogénesis bloqueando el
importe nuclear de NFkB y de AP1 (6), este efecto se ha visto atribuido a que la relacion
GSH/GSSG es un switch que cambia el estado proliferativo de la célula e induce la salida del
ciclo celular para iniciar el proceso de diferenciacién, y posteriormente a un estado de muerte
programada si el estado oxidado continua progresivamente, este switch es posible porque el
aumento en GSSG en el citosol, genera una acumulacién — translocacion de GSH en el
nacleo, lo que facilita la expresion genética y la capacidad de distintas proteinas para unirse
a sus objetivos en el nlcleo, se sabe que NFkB posee un residuo de cisteina en su region
de uniéon con el DNA que debe encontrarse reducido, comportamientos similares se han visto

en otros factores como c-fos y c-jun, importantes en la osteoclastogénesis (94).

Nrf2 regula positivamente la expresion de GSC, que es la primera enzima en una via
biosintética que utiliza grupos cisteina para la sintesis del glutation, la cisteina es obtenida
mediante un proceso enzimatico que transforma la metionina en homocisteina y luego en
cisteina (94). Ultimos enfoques han logrado sintetizar un farmaco llamado N Acetil Cisteina,
NAC, es un derivativo del aminoacido L-Cisteina, por lo cual es un precursor en la sintesis
del glutation, sin embargo, contiene un grupo tiol que le confiere capacidad antioxidante per
se (95), en cultivo ha mostrado la alteracion negativa de vias de sefializacion activadas por el
factor de necrosis tumoral (TNF) y la consecuente inhibicion de la activacion de NFkB,
también ha mostrado inhibir MAPK como ERK y P38, que como se menciond anteriormente
se activan en presencia de ROS, confiriéendole a NAC un rol antioxidante (95), la vida media

de NAC en cultivo es de aproximadamente 2 horas (96), con respecto a los osteoclastos, en
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los antecedentes del laboratorio NAC ha mostrado disminuir la resorciéon (1-3) pero es un
efecto que también se ha evaluado en otros estudios in vitro e in vivo (97,98).

Por otro lado las HO son enzimas encargadas del catabolismo del grupo Heme, en
osteoclastos la HO1 que es la forma inducible, puede ser expresada por efectos del estrés
oxidativo, citoquinas, exceso de iones de metales pesados, y el grupo heme por si solo; la
HO1 degrada el grupo heme a hierro libre, monoéxido de carbono y biliverdina, que es
subsecuentemente convertida a bilirrubina por la biliverdina reductasa, la bilirrubina funciona
como un agente reductor, porque cuando es oxidada se convierte en biliverdina que
nuevamente es reducida a bilirrubina (100).

Fig. 4 Funcién antioxidante de GSH.
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Fuente: S. Dieguez. Metodologia analitica para la deteccion de residuos de oxitetraciclina en miel,
Acta Bioguim Clin Latinoam (99).

Se ha encontrado que la sobre expresién de la HO1 inhibe la osteoclastogénesis in vitro e in
vivo, y que este efecto es mediado por la regulacion negativa de la expresion de TRAF6, c-
fos, concordando con un efecto antioxidante (100), asi mismo se ha observado una
regulacion negativa de la expresion de la HO1 por la interaccion RANK-RANKL, lo que

genera un ambiente oxidativo en la célula y permite la liberacion de distintas citoquinas (84).

NQOL1 es una reductasa con capacidad de union a flavin adenin nucleétido (FAD) el cual es
un cofactor tipo redox porque actiia como un aceptor de electrones mientras se va oxidando;
NQO1 forma un homodimero que reduce quinonas a hidroquinonas, lo que previene la

reduccion de quinonas que resulta en la produccion de especies reactivas de oxigeno, esto
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lo hace a través de la oxidacion de NADH a NAD+, la generacién de una relacion alta de
NAD+/NADH se ha asociado con el metabolismo celular, y en osteoclastos la sobreactividad
de NQO1 ha mostrado la disminucién de la osteoclastogénesis por el aumento en AMPK que
se ha identificado como supresor (101-103); G6PD es una enzima que cataliza la primera
reaccion de la via de la pentosa fosfato con el fin de generar NADPH a partir de la reduccion
de la NADP+ por la deshidrogenacion de la propia enzima, cuando aumenta la relacion
NAD+/NADH la sintesis de NADPH debe aumentar por lo cual Nrf2 también genera su
expresion en un ambiente oxidativo, se ha observado una regulacion negativa de la

expresion de G6PD en osteoclastos durante su diferenciacion (104).

Fig. 5 Las enzimas citoprotectoras mediadas por Nrf2 disminuyen ROS.
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Fuente: Hiroyuki K. Molecular regulatory mechanisms of osteoclastogenesis through cytoprotective

enzymes Redox Biology (103).

Nrf2 regula transcripcionalmente la expresion de HO1, GCS, NQO1 y G6PD. HO1 convierte el hemo
en Oxido de carbono (CO) y bilirrubina, y ellos eliminan ROS. GCS aumenta el glutatién intracelular, lo
que resulta en la eliminacion de ROS. NQOL1 reduce oxidoradicales - quinonas. G6PD aumenta el

NADPH intracelular, lo que aumenta la eliminacién de ROS.

Por otra parte, hay moléculas cuya estructura les confiere capacidad antioxidante y que la
célula también utiliza con el fin de controlar las especies reactivas de oxigeno. La vitamina E
se encuentra en el interior hidrofébico de la membrana celular y funciona como un
antioxidante para evitar la peroxidacion lipidica, la vitamina E dona los electrones de su
grupo hidroxilo a otros ROS, esta reaccion genera radicales alfa tocoperoxil oxidados que
son reducidos nuevamente en vitamina E por la GPX o por la vitamina C - acido ascorbico
(A.A) y comenzar el ciclo nuevamente (105). En osteoclastos la utilizacién de vitamina E ha

mostrado efectos contrarios, en algunos casos ha mostrado reprimir la osteoclastogénesis a
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través de la disminucién de ROS (104-107) mientras que otros estudios han evidenciado que
incrementa la fusion y la resorcion in vitro e in vivo, que parece ser un efecto independiente a
su accion antioxidante y que esta ligada a la sobre expresion de DC-STAMP, sin embargo,
estos efectos pueden deberse a la distinta reactividad de las células y las concentraciones
utilizadas (108).

Con respecto al 4cido ascérbico se sabe que tiene capacidad antioxidante por si solo por sus
dos grupos hidroxilo, se sabe que en osteoclastos el transporte del &cido ascorbico es
exclusivo por canales GLUT 1 dada su similitud estructural a la fructosa, por lo que, para
ingresar a la célula debe estar en su forma oxidada como acido dehidroascorbato, una vez
dentro de la célula es rapidamente reducido a su forma como &cido ascérbico por reductasas
dependientes de NADH. En concentraciones fisiolégicas se estima las concentraciones de
acido ascorbico entre 27 y 51um (4 a 9 ug/ml), concentraciones que se han visto
relacionadas con un estimulo osteoclastogénico temprano al generar pequefias cantidades
de ROS por una reaccion fenton especifica (109,110). No obstante, en concentraciones mas
elevadas su accion antioxidante genera un efecto anti osteoclastogénico, adicionalmente otro
de sus efectos en la disminucién de la osteoclastogénesis se debe a una inhibicién de la
expresion de la CAll, aunque no se conoce si este efecto es independiente a su rol como

antioxidante (111-112), la vida media del acido ascérbico en cultivo es de 2 horas (113).

Fig. 6 Reaccion Fenton mediada por la vitamina C.
VITAMIN C AND FENTON REACTION

1. Fe¥ + AscH, —— Fe™ + Asc + 2H'
2. Fe?*+ O, — Fe*+0,

3. 20, + 2H° H,0, +0,
4, H0, +Fe* Fe*+OH" +OH

Fuente: Mastrangelo D. Vitamin C against Cancer. Biochemistry, Genetics and Molecular Biology.
2017. Libro (114).

(1) La vitamina C (acido ascorbico, AscH) reduce los iones férricos (Fe®*) a los iones ferrosos (Fe?)
(2) El ion ferroso reacciona con el oxigeno para producir superéxido. (3) La dismutaciéon de superéxido
conduce al peréxido de hidrogeno. (4) El peroxido de hidrégeno reacciona con iones ferrosos para
formar radicales hidroxilo. Leyenda: Asc: acido ascorbico, vitamina C, Fe = hierro, O = oxigeno, H20>

= peroxido de hidrégeno, OH- = radical hidroxilo (114).
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Fig. 7 Mecanismos antioxidantes del alfa tocoferol y el acido ascarbico.
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Fuente: Rodriguez G, Funciones de la vitamina E en la nutricibn humana. Rev Cubana Aliment Nutr
(115).

La vitamina E corresponde al nombre dado a varias moléculas con estructuras similares, en el cuerpo
humano el alfa tocoferol es el mas abundante y el méas activo, su grupo hidroxilo en el anillo cromano
facilita la donacién de atomos de hidrégeno para reducir agentes oxidantes al donar su electron, esto
lo convierte a su vez en un radical libre (circulos rojos) que es reducido, de manera no enzimatica, por
el 4cido ascorbico, este a su vez tiene dos grupos hidroxilo que pueden donar atomos de hidrogeno,
reduciendo al alfa tocoferol y a otras sustancias oxidantes (circulos azules), el &cido ascérbico es

reducido nuevamente por la monodehidroascorbato reductasa (115).
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6.6. Agentes reductores utilizados en el estudio de la

actividad osteoclastogénica

A partir de lo anterior se ha establecido ROS como un posible objetivo terapéutico para
enfermedades que significan un aumento en la resorcion ésea, como la osteoporosis, artritis,
periodontitis e incluso en movimientos ortodénticos y cirugias maxilofaciales. Varios estudios
han probado diferentes compuestos que afectan el proceso de diferenciacion inducido por
ROS, a pesar de que algunos afectan las vias de sefalizacién activadas no todos los efectos
se deben a propiedades reductoras del compuesto quimico utilizado (5-14); sin embargo,
han mostrado mejorar la densidad 6sea en modelos animales y humanos, por lo cual es
importante tener en cuenta los potenciales beneficios de terapias con propiedades

antioxidantes.

Estudios previos han demostrado que el control de mecanismos enzimaticos antioxidantes,
como la expresion de SOD y catalasas, es clave para mantener el equilibrio REDOX del
osteoclasto (116). A partir de la evidencia de que la sobreexpresion de las enzimas
antioxidantes ha mostrado proteger a distintas células del dafio oxidativo, se han generado
varios mimeéticos (116,117), que buscan igualar la actividad de las enzimas de manera
quimica; aunque varios de ellos han sido estudiados en distintas células, actualmente pocos
de ellos han sido estudiados en osteoclastos y sus roles en éstas células aun no son bien
conocidos, como en el caso del 1-A1-oxidanil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-4-ol (TEMPOL) (118)
un mimético de la SOD, se escogié para este trabajo dada la importancia de la SOD en la

regulacion de ROS mitocondrial en Osteoclastos.

TEMPOL es un radical estable tipo nitroxido ciclico, tiene habilidad para interactuar con

radicales libres, el mecanismo similar a SOD ocurre de la siguiente manera:
RR'NO" + O;” + 2H+ — [RR'NO*] + H20-

La oxidacion de un electron del radical nitroxido (RR'NO’) por la forma protonada de
superoxido (HO?) depende del pH y convierte el nitréxido en el correspondiente catiéon de
oxoamonio (RR'NO +). El cation de oxoamonio se puede reducir con O2" de vuelta al radical
nitroxido, quedando asi: [RR'NO*] + O™ — RR'NO" + O>
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Al combinar ambas ecuaciones se puede dilucidar mejor la reaccion:
20,7+ 2H" -5 H02 + O

Por lo cual su accion principal es tomar 2 O™ en presencia de H para transformarlos en H;O;
y Oz, del mismo modo que lo hace SOD, sin embargo, a pH fisiolégico la reaccién tarda 2 o 3
veces mas que la SOD, mientras que en ambientes &acidos puede lograr una tasa de

reaccion similar.

TEMPOL también tiene actividad en inhibir la reaccion fenton, aceptando el electron del
metal reducido asi RR'NO" + Fe?* — RR'NOH + Fe®** (119), por otra parte TEMPOL puede
sufrir una segunda reduccion, mediada por una regulacion metabdlica o por el A.A, el AA
convertido en acido dehidroascorbico puede incrementar la concentracion de NAD+/NADH,
que como se menciond anteriormente facilita la expresién de enzimas antioxidantes(120) la
vida media del TEMPOL en medio de cultivo es de 12 minutos (121), sin embargo la forma
cationica del TEMPOL reacciona directamente con el O, para producir O, y regenerar al

TEMPOL, por lo cual las concentraciones de TEMPOL permanecen constantes (122).

Fig. 8 TEMPOL aumenta la relacion NAD +/ NADH

Antioxidative Metabolic
Effect Regulation
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Fuente: Yamato M. TEMPOL increases NAD+ and improves redox imbalance in obese mice. Redox
Biology (120).

TEMPOL genera NAD* por dos vias, la primera por su acciéon como SOD y segundo, por el sistema de

ciclos redox in vitro GR: glutation reductasa; NNT: nicotinamida nucleétido transhidrogenasa.
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Teniendo en cuenta que el rol de la SOD es solo el primer paso para la neutralizacion de las
especies reactivas de oxigeno ya que el H,O, también es reactivo se requiere el estudio de la
accion de las GPX por lo cual se estimula su actividad al agregar su sustrato directo el
Glutation (6) que en cultivo tiene una vida media de menos de una hora (123) o de manera
indirecta a través de la N- Acetil cisteina (NAC) que sirve como donante de cisteina para la
sintesis de glutation o como carrier, NAC en medio de cultivo tiene una vida media de 5
horas (124). Sin olvidar por supuesto que por si solos tienen capacidad antioxidante. Ambos
han mostrado reduccion de la osteoclastogénesis y actividad resortiva debida principalmente
a la inhibicion de la fusion in vivo e in vitro (97,98).

Por otra parte debido a que la vitamina E es liposoluble y no atraviesa las membranas, el
Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX) un Mimético de la vitamina
E, presenta una estructura quimica similar con respecto a su anillo cromano, responsable del
efecto antioxidante, pero carece de la cadena lateral, por lo cual es hidrosoluble y puede
atravesar libremente las membranas celulares, ha sido brevemente estudiado en el
metabolismo éseo, para células en cultivo su aplicacion resulto en una disminucion de la
secrecion de RANKL en osteoblastos, en osteoclastos mostr6 una disminucion de la
osteoclastogénesis cuando fue aplicado en etapas tempranas de diferenciacién, por lo que
parece afectar las etapas de fusién, por lo que para este estudio se decidié analizarlo en
cultivo individual (61), aunque no se ha reportado su vida media, el TROLOX ha mostrado
reduccion de agentes oxidantes entre los 15 y los 20 minutos después de su aplicacion en
cultivo (125).

6.7. Agentes oxidantes utilizados en el estudio de la

actividad osteoclastogénica

Para confirmar que la formacion de ROS es esencial para la diferenciacion se han realizado
estudios varios donde se induce un ambiente oxidativo usando H;O,, ya que en la
osteoporosis se ha observado elevadas concentraciones de este en plasma y se ha asociado
con la patogénesis de la enfermedad (126), varias concentraciones de H»O. han sido
utilizadas in vitro confirmando su papel en la osteoclastogénesis por el aumento de ROS

activando las vias anteriormente mencionadas (9).
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Los niveles de H,O; fisiol6gicos varian desde 0,001 uM a maximo 0.7 uM, cuando este es
aplicado en el medio de cultivo las concentraciones intracelulares son aproximadamente 10
veces menores que las concentraciones intracelulares, y desaparece en el medio en
aproximadamente 1 hora, en células tiroideas una concentracion de 50uM disminuye en un

80% al cabo de 2 horas (127), sin embargo, esto no se encuentra reportado en osteoclastos.

Se ha observado que en pacientes con homocisteinemia, es decir un incremento de
homocisteina en el plasma sanguineo, esta representa un factor de riesgo para el desarrollo
de la osteoporosis al afectar el metabolismo 6seo (128); durante la generacién de la cisteina
para la sintesis del glutation uno de los productos intermedios de este proceso es la
homocisteina (129), esta tiene la capacidad de transformarse nuevamente en metionina para
continuar un ciclo, no obstante en exceso funciona como una molécula de sefializaciéon que
cuando se encuentra en el medio extracelular se une a los receptores activados de
Proteinasa asociados a proteina G (PAR2) presentes en los precursores osteoclasticos, esta
interaccion genera una cascada de sefializacion que genera un aumento en la transcripcion
de las NADPH oxidasas y de esta manera aumentando ROS (130-132), La homocisteina se
puede auto-oxidar en sus grupos tiol en presencia de metales de transicion como Cu?' y
también O; a pH fisiolégico, dando lugar a la homocistina, en presencia de Oz puede generar

peréxido de hidrégeno de la siguiente forma:
2 Homacisteina (RSH) + O, — Homocistina (RS-SR)
Homocistina (RS-SR) + O2- — H202 (nn).

Por otro lado, la homocisteina ha mostrado incrementar la actividad de la SOD, a la vez que
disminuye la actividad y expresion de la GPX, por lo cual se incrementan las concentraciones
intracelulares del H,0, (131). Las concentraciones intracelulares normales de homocisteina
varian entre 0,05 y 0,011umol/L (132), a pesar de que no se reporta su tiempo de vida media
en cultivo, se sabe que en plasma la vida media es de aproximadamente 3.7 horas (133).
Estudios siguientes mostraron que las concentraciones altas de homocisteina estimulan la
actividad osteoclastica in vitro al aumentar las concentraciones de ROS intracelular y
estimular la actividad de MAPK como la p38, que es osteoclastogénica, pero también activo
la expresion de integrina B3, por lo que es probable que tenga también un rol en actividad
resortiva como tal; en osteoclastos ha demostrado ejercer efecto en la produccion de ROS a
los 10 minutos (134).
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La 2,3-Dimethoxi-1,4-nafthoquinona (DMNQ) es una quinona que es capaz de atravesar la
membrana celular, es conocida por la capacidad de generar superdxido, y se utiliza
ampliamente en investigacion para estudiar el rol de ROS en toxicidad celular, apoptosis y
necrosis de diferentes tipos celulares, actualmente su aplicacion se centra en estudios sobre
cancer, donde en uno de ellos ha mostrado inducir apoptosis por activacion de caspasas en
células U937 en leucemia mieloide, gracias a la formacion de ROS e induccion de estrés
oxidativo, sin embargo este compuesto no ha sido estudiado en osteoclastos y en este
estudio va a ser utilizado por primera vez (135,136).

Fig. 9 Estructuray mecanismo de accién de DMNQ
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Fuente: Adaptado de Liu R. Quinones increase gamma-glutamyl transpeptidase expression by

multiple mechanisms in rat lung epithelial cells. Am J Physiol. 1998 (137).

DMNQ es reducido a radical hidroquinona o semiquinona por oxidoreductasas celulares en presencia
de O2. El radical semiquinona [1] entra en una rapida autooxidacion con la regeneracion del DMNQ [2]
y la formacién concomitante de O:-. La hidroquinona [2] reacciona rapidamente con Oz- para formar
H202 y semiquinona [1], volviendo a completar el ciclo, el Oz liberado anteriormente dismuta para
formar H202 'y O2 y NADPH como donador de electrones para reconstituir a DMNQ. DMNQ no puede
formar conjugados por los grupos metoxi en sus carbonos C-2 y C-3. DT: NADPH deshidrogenasa,

Cyt: Citocromo — transferencia de electrones (137).
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Se sabe que la aplicacion de DMNQ (10uM), en células de pulmén, provoca una
concentracion de H,O, ocho veces mayor después de 1 hora de su aplicacién, y que el
DMNQ mantiene estables las concentraciones de ROS a lo largo de un cultivo ya que se
regenera por el ciclo redox mencionado en la figura 9, por lo cual su uso se ha determinado
como un modelo que permite comparar los resultados con las patologias crénicas que

generan estrés oxidativo (137).

Actualmente no se conocen otros compuestos inductores de ROS utilizados en osteoclastos
A lo largo de varias investigaciones se ha observado que los osteoclastos son muy sensibles
a ROS generando distintas respuestas dependiendo de los niveles intracelulares, bajos
niveles de ROS estimulan la resorcién 6sea generando diferenciacion osteoclastica puede
potenciar la accion de RANKL para inducir no solo la diferenciacion del pre osteoclasto, sino
también de osteoclastos vecinos a través de la liberacion de HMGB1 que, como sefial
paracrina, termina en una activacion de TRAF6 (10), sin embargo al traspasar cierto limite,
la exposicion crénica de los osteoclastos a su nivel alto de estrés oxidativo genera efectos
citotoxicos por el dafio a DNA, proteinas y lipidos dando lugar apoptosis celular via
activacion de caspasas (87,138). A pesar de lo anterior es aun incierto hasta qué punto los
niveles de ROS que potencian la diferenciacion de los osteoclastos se mantienen estables y
en gué momento se regula por mecanismos antioxidantes, y de igual manera si ROS, a parte

de su rol en la diferenciacién, es necesario para la actividad resortiva.

6.8 Obtencidn de células similares a osteoclastos por

fusion con PEG

La fusién de las membranas es un evento fisiol6gico visto en muchos procesos, como
endocitosis, exocitosis, transporte, division celular y por supuesto, fusién celular, en estos
eventos muchas proteinas promueven el acercamiento cercano entre las membranas de
células que se van a fusionar y otras forman poros que permite la comunicacion entre los

espacios citosélicos de ambas células.

PEG es un polimero hidrofilico que causa la deshidratacion de la superficie de las
membranas, PEG posee una estructura que maximiza los puentes de hidrogeno, por lo cual
se le asocia una propiedad absorbente, por lo cual eleva la presién osmotica, permitiendo la

agregacion entre las moléculas de PEG y el agua, acercando las membranas entre si. PEG
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es ampliamente utilizado para mediar la produccién de hibridomas (139). La cercania entre
las membranas disminuye la energia necesaria para realizar la fusién, sin embargo esto no
es un evento determinante en la fusién, PEG desestabiliza los lipidos de las membranas, que
genera la localizacién de fosfolipidos cargados negativamente como la fosfatidilserina en la
parte externa de la membrana, esta redistribucion de la fosfatidilserina desde su localizacion
normal en la parte interna de la membrana (citoplasmatica) hacia la parte externa se conoce
como flip de fosfatidilserina (140,141) , esto significa un rearreglo de las bicapas lipidicas que
se conoce como hemifusién, posteriormente y a medida que el defecto avanza, los
componentes de la bicapa lipidica se mezclan asi como los contenidos internos de las
membranas, esto permite un constante flujo de iones cargados positivamente, especialmente
Ca?" disminuyendo la repulsion electrostatica porque se unen a los lipidos cargados
negativamente y deja de interactuar con el agua, lo que genera una repulsion adicional del
agua aproximando aln mas las membranas entre si, finalmente se fusionan también
causando un sobrelapamiento de las membranas y la apertura de un poro por el cual el
contenido celular se puede mezclar alcanzando la fusion. No obstante, los mecanismos y la

secuencia de eventos que generan la fusion son todavia un debate (139-143).

Se sabe que la exposicién de las células a periodos cortos en presencia de PEG, genera la
deshidratacién suficiente para la interaccién intima entre las membranas, pero su presencia
cronica genera una presion osmaética demasiado elevada que provoca muerte celular, porque

genera una disrupcion en las membranas que termina por romperlas (139-143).
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Fig. 10. Mecanismo de fusion con PEG
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Fuente: Adaptado de Lentz B. Poly (ethylene glycol) (PEG)-mediated fusion between pure lipid
bilayers: a mechanism in common with viral fusion and secretory vesicle release? Mol Membr Biol
(139).

Modelo de fusién de tres estados, 1) La cercania entre las membranas en conjunto con una corriente
de iones desestabiliza las membranas, 2) Se forma un septo conformado por una sola bicapa lipidica
0 3) se genera la formacién de un intermedio micelar invertido, donde los lipidos de la membrana se
desorganizan y permiten el paso més fluido de iones, en este momento ocurre la hemifusion, que es
aln reversible; posterior a esto un nuevo reareglo genera un poro por el que inicia la fusién
directamente (139).
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7. Métodos

Este trabajo correspondié a un proyecto de investigacién experimental.

7.1 Elaboracion de laminas de hueso

Las laminas de hueso se elaboraron a partir de hueso cortical de escapula de bovino, los
huesos se cortaron transversalmente con una segueta, y se lijaron manualmente para
obtener laminas de hueso con superficies homogéneas de un area aproximada de 7 mm? vy
un grosor de 0.5 mm. Con el fin de esterilizarlas, se lavaron con una solucién de SDS al 10%
por 8 horas bajo agitacién continua, aclarando con agua destilada hasta eliminar totalmente
el detergente, posteriormente se aplicé etanol al 70% por 60 minutos, se lavaron dos veces
con medio DMEM y finalmente se dejaron bajo luz U.V por 1 hora (1-3).

7.2 Cultivo celular

La linea celular de monocitos humana U937 con capacidad de diferenciacion hacia células
similares a osteoclastos, fue mantenida bajo una atmosfera humidificada al 5% de CO, a
37°C en DMEM (Invitrogen - Carlsbad, CA, USA) suplementado con SFB al 10%
(Invitrogen/Gibco - Carlsbad).

7.3 Fusion con PEG

Las células U937 cultivadas previamente se contaron para lograr un total de 50.000 células
por pozo aproximadamente, se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y el tubo se puso sobre gasa estéril para eliminar los residuos de DMEM y
evitar diluir el PEG, al pellet se aplicé 0.5 pl de PEG mw:1450 por cada 50.000 células, se
agité suavemente para resuspender las células y se dejo actuar por un periodo de 5 minutos,
se procedi6 a realizar una dilucion seriada con DMEM con SFB al 10% aplicando 0.4 ul, 0.8
Ml y 0.16 pl, por cada 50.000 células, cada 60 segundos por 5 minutos cada uno.
Posteriormente las células se centrifugaron y se lavaron 2 veces con DMEM para retirar el
PEG, se resuspenden en 20ul de DMEM con SFB al 10% por pozo (1-3).
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7.4 Tratamiento con Agentes Reductores y Oxidantes

Se coloc6 una lamina de hueso estéril por pozo en cajas de 48 pocillos, se sembraron 20 pl
células/hueso (50.000 células) resuspendidas en DMEM con SFB al 10%, tratadas 0 no con
PEG, fueron mantenidas bajo una atmosfera humidificad a al 5% de CO; a 37°C durante 2
horas para permitir su adherencia a la ldmina de hueso. Posteriormente los pozos fueron
llevados a un volumen final de 300 pl de DMEM con SFB al 10%.

Aplicandolos directamente en el medio DMEM, se realiz6é induccién oxidativa, DMNQ 0.15
MM, Homocisteina 100 uM, Peroxido de hidrégeno 50 yM o tratamiento con agentes
reductores TROLOX 500 uyM, TEMPOL 100 uM, Acido Ascoérbico 50 Mg/ml, NAC 30 mM,
Glutatién 32 mM +BME 25 uM Las concentraciones fueron establecidas segun los reportes
previos de la literatura sobre su uso en osteoclastos o células U937 que se muestran en la
Tabla 1.

El tratamiento con agentes reductores y oxidantes se realiz6 en 3 etapas:

1. Aplicacion pasadas dos horas de adherencia de las células al hueso posterior a la
fusién con PEG.

2. Aplicacién 2 horas antes de realizar el protocolo de fusion con PEG, con el fin de
determinar su efecto sobre el precursor osteoclastico.

3. Aplicacion en los dias 1, 2 y 3 posteriores a la realizacién del protocolo de fusién con
PEG, para determinar su efecto en la resorcién una vez las células se encontraron

fusionadas.
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7.4.1 TABLA.1 Caracterizaciéon de concentraciones de agentes

oxidantes y reductores en osteoclastos.

Reactivo

Concentraciones

reportadas en la

Tipo de células
reportadas en la

Concentracion

definida para este

literatura. literatura. estudio.
DMNQ (129,130) 0,1,24,8,16 uM. U937 (129) 0.15 pM*
Quinona generadora de | Final*: 4 uM (129)
superoxidos 0.05,0.1,0.2,1,5uM | PBMC de hombres
Sc-202586 Final*:0.208 puM y mujeres adultos
Santa Cruz (130) (130)
Biotechnology
Homocisteina (128) 0, 10, 50, y 100 uM | PBMC de hombres 100 uM
Sc-214939 Final: 100 uM (128) adultos (128)
Santa Cruz
Biotechnology
Perbxido de Hidrogeno | 20,50,100 MM | BMMS de raton (9) 50 uM
9) Final*:50uM (9)
4%
JGB
TROLOX 100,200,500 puM BMMS de raton 500 uM
Mimético de Final*: 500uM (111) (112)
la vitamina E (111)
Sc-200810
Santa Cruz
Biotechnology
TEMPOL 100 pM (138) PBMC de hombres 100 pM
Mimético de la SOD y mujeres adultos
(138) (138)
Sc-200825
Santa Cruz

Biotechnology
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Acido ascorbico (26,139) | 0, 10, 50 y 100 pg/ml RAW 264.7 (26) 50 pg/ml
1043003 Final*: 50 pg/ml (26)
Sigma Aldrich 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, BMMS de ratén
1,5,50 pg/mi (139)
Final*: 50 pg/ml (139)
NAC (64) 1, 3, 10 y 20 mM | RAW 264.7 (64) 30 mM**

Precursor de L-cisteina | Final*: 20 mM (64)

fuente de cisteinas

A7250 Sigma Aldrich
Glutation (5) 4 mM (5) RAW264.7 (5) 32 mM + BME 25
G4251 BMMS de ratén6 pM***
Sigma Aldrich

Nota: En la columna de concentraciones reportadas en la literatura, el valor designado como
Final* corresponde a la concentracién que se utilizé para dicho estudio después de hacer las

correspondientes curvas de eficacia del efecto contra concentracion del reactivo.

* Se realiz6 una curva de viabilidad previa, realizando el seguimiento de los reactivos durante 4
dias, DMNQ disminuy6 la viabilidad significativamente desde el segundo dia con un porcentaje de
células vivas inferior al 50%, por lo cual se decidi6 utilizar una concentracion mas baja que no

alter6 significativamente la viabilidad.

** En los antecedentes del laboratorio se testearon diferentes concentraciones de NAC en células
fusionadas con PEG y su eficiencia en la alteracion de la resorcion 30 mM fue el que genero6 la
disminucién mas significativa, por lo cual para este estudio se decidié continuar usando esta

concentracion (1-3).

*** Para el Glutation se utilizé la concentracion de 4 mM reportada en la literatura, sin embargo, no
present6 alteraciones significativas en la producciéon de especies reactivas de oxigeno y en la
resorcion 6sea. Por lo tanto, se planted el uso de un segundo agente reductor, el beta mercapto
etanol (BME), a una concentracion de 25 yM que permite mantener reducido el glutation
(146,147). Sin embargo, a pesar de la adicion de BME a esta concentracion, el glutation continu6
sin efectos significativos en la disminucion de ROS y en la resorcion, en consecuencia, se
ensayaron distintas concentraciones (8, 16, 32 y 64 mM) en conjunto con 25 yM de BME, donde
32 mM presentd la mejor eficiencia en alterar la resorcidn, por lo cual se decidio utilizar esta

concentracion.
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7.5 Ensayo de viabilidad

Las células U937 fueron diferenciadas hacia osteoclastos con PEG y sembradas en cajas de
96 pocillos con 50.000 células/pozo (sin hueso), en medio DMEM con SFB al 10% a un
volumen final de 100 pl, en la presencia de los agentes oxidantes y reductores, la viabilidad
fue medida durante 4 dias de cultivo y se realiz6 una curva; para esto se tomé una muestra
de 5 ul de células de cada pozo, con punta abierta para evitar separar las células fusionadas,
y mezclada con 5 pl de azul tripan al 0.4% en solucion salina isotonica tamponada esteéril
(PBS pH 7.2- 7.3), se realiz6 el recuento de las células en una cdmara hemocitométrica de
Neubauer en microscopio de luz invertido (EUROMAX®), siguiendo la ecuacién: Numero de
células = (VI#Q)* FT*FN*VS, ddnde, V= Numero total de células viables contadas; #Q =
Numero de cuadrantes contados; FT= Factor de dilucién (2); FN = Factor de la camara de
Neubauer (10%); VS = Volumen en ml de la solucién que contiene las células. La viabilidad se
expresé en términos de porcentaje segun la ecuacion: % = (V*100) /T, dénde, T = ndmero
total de células (viables y no viables) contadas en la camara.

La determinacion de la viabilidad celular con el ensayo MTT se realiz6 de la siguiente
manera: debido a que las células U937 no son adherentes y que la presencia de reactivos
que modifican el estado redox puede causar errores en la reaccion del MTT y un posterior
error en la lectura, transcurridas las 24 horas después de la siembra, las células fueron
recolectadas en diferentes tubos de microcentrifuga, se lavaron 3 veces con PBS y se re
suspendieron en 100ul de medio DMEM; posteriormente se afiadieron 10 ul de la solucion
de MTT 5 mg/ml a cada pozo, se incubaron durante 4 horas a 37°C. Después de 4 horas las
células se centrifugaron a 1200rpm, se retir6 el medio cuidadosamente y se afiadieron 200 pl
de una solucién de 4 mM HCI, 0.1% Nondet P-40 (NP40) en isopropanol para diluir los
cristales de MTT. Luego se midi6 la absorbancia a 570mm usando lector de ELISA. Lo
anterior se repitid a las 72 horas. Para cuantificar la viabilidad celular, el ensayo MTT se
establecié tomando como 100% el valor del control NO PEG y cuantificando la viabilidad
celular como porcentaje del control. Este ensayo se realizd por duplicado en experimentos

independientes.
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7.6 Evaluacion de ROS

Con el fin de determinar la presencia de ROS, las laminas de hueso donde previamente se
sembraron las células U937 fusionadas con PEG y que fueron tratadas con los agentes
reductores y oxidantes, se retiraron del medio y se secaron cuidadosamente con una toalla
de papel para ser transferidas a otra caja de 48 pocillos, se les aplic6 16 ug/ml de
Dihidroetidio (DHE) (thermo scientific) y 0,0016 mg/ml Hoechst 33342 (thermo scientific) por
30 minutos en camara humeda, posteriormente se fijé6 con paraformaldehido al 4% por 30
minutos, luego las laminas fueron lavadas suavemente 4 veces con PBS estéril. La lamina
de hueso se coloc6 sobre una laminilla portaobjetos para ser observada en un microscopio
invertido de fluorescencia (KAIKA ®), con un objetivo de 40X con filtro de fluorescencia rojo y
azul. Se tomaron 10 fotos representativas, por cada lamina de hueso y los niveles de ROS
fueron determinados en cada fotografia cuantificando la intensidad media de fluorescencia
con el programa ImageJ (Wayne Rasband National Institutes of Health) y expresados en
términos de Fluorescencia celular total corregida CTCF (148,149).

7.7 Tincion TRAP

Se determiné que las células multinucleadas expresan fosfatasa acida resistente a tartrato

(TRAP) caracteristica de los osteoclastos.

La preparacion de TRAP se realizé de acuerdo con el siguiente protocolo:
Para preparar 10 ml de buffer se procedio asi:

1. BUFFER VERONAL (pH 10.1):

Se pes6 0.053 g de acido barbittrico y se disolvio en 1ml de agua destilada, se llevé con
NaOH hasta el pH de 10.1; se pes6 0.082g de acetato de sodio y se disolvié en 1 ml de agua
destilada 2. Se pes6 0.028 g de Tartrato de sodio y luego en 1 ml de agua con 3. Se peso6
0.0025 g de naftol AS-MX fosfato y se disolvié en 20uL de dimeti-formamina. Del 1-3 algunos
autores le dicen Buffer A; 4. Se pes6 0.016 g de pararosanilina y se disolvié en 1 ml de agua
destilada (a esta agua previamente aplicar 0.62 ml de HCL puro (=2N de HCI) y se coloc6 en
agua hirviendo por 15 min; 5. Se pes6 0.016 g de Nitrito de sodio y se disolvié en 1 ml de

agua destilada.
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Nota: La mezcla de 1 ml de pararosanilina con 1 ml de nitrito de sodio se denomina
pararosanilina hexasotizada. Esta mezcla es la mas inestable. Se agregd gota a gota la
pararosanilina al nitrito de sodio y posteriormente la mezcla fue filtrada. El numeral 4 y 5
algunos autores le dicen Buffer B.

PREPARACION DE LA MEZCLA TOTAL de 10 ml: se mezclaron primero los componentes
del veronal (pH 10.1), luego a esta mezcla se adicion6 el tartrato de sodio, por ultimo, se
adicion6 el naftol (Buffer A). Luego al buffer A se adiciond el buffer B: se adicion6 gota a gota
la mezcla de pararosanilina hexasitizada, y se completa hasta 10 ml con agua destilada.

Cada lamina fue incubada con 300ul de esta solucién a 37 ° C durante 25 minutos. El
colorante no unido se lavé por 7 minutos bajo agitacién con una solucién de alcohol-4cido,
gue contenia etanol, agua destilada y acido acético glacial en una relacién 70: 29: 1 (viv) y
finalmente se hizo un solo lavado con agua destilada. Estas ldminas se dejaron secar a

medio ambiente sobre toallas de papel (1-3).

Posteriormente cada lamina de hueso se coloc6 sobre una laminilla portaobjetos, para ser
observada en un microscopio de luz invertido (EUROMAX®) con objetivo 40X, se realizé un
registro de 10 fotos representativas con camara digital (Cannon S70) y posteriormente un
conteo de las células fusionadas TRAP positivas multinucleadas identificadas por una
coloracion rojiza, expresando su cantidad en términos de porcentaje con respecto a las no
multinucleadas, y discriminando entre células multinucleadas de 50 a 200 ym y mas de 200

pm, mediante el programa ImagedJ (Wayne Rasband National Institutes of Health) (17,18)

7.8 Actividad resortiva

Posterior a la tincion TRAP, se retiraron las células de la ldmina de hueso, para esto se
adicion6 buffer de lisis RIPA que cubrié la totalidad del hueso durante 120 minutos. Se
eliminaron los residuos celulares con un cepillo dental de cerdas suaves, se lavaron 2 veces
con PBS para retirar el buffer y luego se tifieron colocando las laminas de hueso sobre 20l
de azul de toluidina durante 4 minutos y enjuagando inmediatamente con agua destilada, y

se secaron al medio ambiente sobre una toalla de papel (150).

Cada lamina de hueso se colocé sobre una laminilla portaobjetos y sobre ella una laminilla

cubreobjetos, para ser observada en un microscopio de luz invertido (EUROMAX®) con un
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objetivo de 40X, se realizé un registro de 10 fotos representativas con camara digital
(Cannon S70). El extendido de la resorcion de cada fotografia se evalu6 mediante el
programa ImageJ (Wayne Rasband National Institutes of Health) y se expres6 en porcentaje
total de éarea resorbida. Segln la formula: %=(AR/AT) *100, dénde, AR = Area total
resorbida; AT= Area total del hueso.

7.9 Inmunofluorescencia

Para analizar la presencia de anillos de actina como indicadores de actividad osteoclastica,
las células U937 tratadas con agentes reductores y oxidantes antes y después de la fusion
con PEG, después de 4 dias de cultivo, fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y se
permeabilizaron con 0.1%TRITON X por 5 minutos, se lavaron con PBS; posteriormente se
aplicé una solucién de 0.1% de saponina, 0.2% de ovoalbumina por 30 minutos a 37°C,
finalmente se les aplico 1 ug/ml Falloidina y 0,0016 mg/ml Hoechst 33342 durante 30
minutos a 37°C y se lavaron 3 veces esperando 5 minutos entre lavado con PBS que
contiene 0.05% de azida y 50mM de NH.CI.

La lamina de hueso se colocé sobre una laminilla para ser observada en un microscopio
invertido (KAIKA®), con un objetivo de 40X con filtro de fluorescencia verde y azul. Se
tomaron 10 fotos representativas por cada lamina de hueso y se evalué el nimero de
osteoclastos que presentaron anillos de actina. Se realizd por triplicado en experimentos

independientes.

En las células U937 tratadas con agentes reductores y oxidantes antes y después de la
fusion con PEG, se determind la expresién de marcadores osteoclastogénicos de los grupos
gue tuvieron mejor eficacia en la alteracion de la resorcién 6sea y en los controles (células
U937 fusionadas con PEG y sin PEG); para esto se analizaron las proteinas de
diferenciacion NFxB, NFATc1; de fusion ERVW-1, CD47, DC STAMP, OC STAMP, ADAM
12, CDH1, Cx 43; de Actividad resortiva TRAP, CTSK, MMP9,V-ATPase Al, CA2, aV[3, de
diferenciacion: VDAC1 y CT; y NOX como enzima productora de ROS, se realizd una

inmunofluorescencia indirecta.

Se realizé el cultivo de la manera anteriormente descrita durante 24, 48, 72 y 96 h, para
evaluar los distintos marcadores segun la tabla 2, se fijaron con paraformaldehido al 4%,

para los marcadores intracelulares se permeabilizaron con 0.1%TRITON X por 5 minutos y
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se lavaron con PBS, para los marcadores de membrana no se permeabilizd, posteriormente
se aplicdé una solucibn de 0.1% de saponina, 0.2% de ovoalbumina que contenia el
anticuerpo primario sefialado en la tabla 2 durante toda la noche a 4°C se lavaron cinco
veces con PBS que contiene 0.05% de azida y 50mM de NH4ClI. Se incubaron a 4°C durante
30 minutos con los anticuerpos secundarios policlonales conjugados con fluoresceina 5
isotiocianato (FITC, 1ug/ml, Santa Cruz Biotechnology) y 0,0016mg/ml Hoechst 33342
(thermo scientific), en total oscuridad y se lavaron 5 veces con PBS. Los grupos control
(células U937 fusionadas con PEG y sin PEG) se incubaron con los mismos anticuerpos.
Estos ensayos se realizaron por duplicado.

La lamina de hueso se colocé sobre una laminilla para ser observada en un microscopio
invertido (KAIKA®), con un objetivo de 40X con filtro de fluorescencia verde y azul. Se
tomaron 10 fotos representativas por cada lamina de hueso y los niveles de las proteinas
fueron determinados en cada fotografia cuantificando el porcentaje de células positivas para
FITC y la intensidad media de fluorescencia con el programa ImageJ (Wayne Rasband
National Institutes of Health) y expresados en términos de Fluorescencia celular total
corregida CTCF (148,149).

7.9.1 TABLA 2 Caracterizacion de proteinas del osteoclasto para

Inmunofluorescencia (con FITC).

Proteinas de Inicio de la Maduracioén:

7.9.1.1 Proteinas de diferenciacion:

Marcador Anticuerpo
NF«B Nombre: PA1-14295

Origen: Conejo

Tipo: IgG
Concentracion: 1:200
Marca:Thermo scientific
NFATcl Nombre: sc-7294

Origen: Raton

Tipo: IgG
Concentracion: 1:50 a 1:500

Marca: Santa Cruz
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7.9.1.2 Proteinas de Fusion:

Marcador Anticuerpo Marcador Anticuerpo
ERVW-1 | Nombre: sc-30640 ADAM 12 Nombre: sc - 16527
Origen: Cabra Origen: Cabra
Tipo: igG Tipo: 1gG
Concentracion: 50 a 1:500 Concentracion:  1:50
Marca: Santa cruz 1:500
Marca: Santa cruz
CD 47 Nombre: sc-12730 CDH1 Nombre: sc - 9426
Origen: Raton Origen: Raton
Tipo: IgG Tipo: IgG
Concentracion:  1:100 a Concentracion:  1:50
1:400 1:500
Marca: Santa Cruz Marca: Santa cruz
DC Nombre: sc-98769 Cx43 Nombre: sc-6560
STAMP Origen: Conejo Origen: Cabra o ratén
Tipo: IgG Tipo: IgG
Concentracion: 1:50 a 1:500 Concentracion:  1:50
Marca: Santa cruz 1:500
Marca: Santa Cruz
oC Nombre: sc-85340
STAMP Origen: Conejo
Tipo: 1gG
Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca: Santa cruz
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7.9.1.3 Proteinas de Funcién de resorcion:

Marcador Anticuerpo

TRAP Se utiliza para este caso la
tincion.
CTSK Nombre: sc-30056

Origen: Conejo

Tipo: 1gG

Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca Santa Cruz:

MMP9 Nombre: sc-6841

Origen: Cabra o conejo

Tipo: IgG

Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca: Santa Cruz

ATPVAl Nombre: sc-14756

Origen: Cabra

Tipo: 1gG

Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca: Santa Cruz

CA2 Nombre: sc- 25596

Origen: Conejo

Tipo: 1gG

Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca: Santa Cruz

aVp3 Nombre: sc-6627

Origen: Cabra

Tipo: IgG
Concentracioén: 1:50 a 1:500

Marca: Santa Cruz
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7.9.1.4 Proteinas de Osteoclasto Maduro:

Marcador Anticuerpo
CT Nombre: sc- 20743
Origen: Conejo

Tipo: 1gG

Concentracion: 1:50 a 1:500
Marca: Santa Cruz

VDAC1 Nombre: sc- 8828

Origen: Cabra

Tipo: 1gG
Concentracioén: 1:100

Marca: Santa Cruz

7.9.1.5 Otras Proteinas:

Marcador Anticuerpo
NOX4 Nombre: sc-21860
Origen: Cabra

Tipo: 1gG
Concentracion: 1:50 a 1:500

Marca: Santa Cruz




7.9.2 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media * el error estandar de la media de dos o tres
experimentos independientes para cada condicion experimental. Las diferencias de los
grupos de los tratamientos fueron analizadas por el método de ANOVA de una via con el
programa Graph Pad®. Para evaluar el grado de correlacion entre las variables se realizo
una prueba de correlacion de Pearson. El nivel de significancia es del 95% (Alpha =
0.05).

8.Aspectos éticos

Los procedimientos utilizados en este proyecto se hicieron acatando las normas de
laboratorio establecidas en la Resolucion No. 008430 de 1993 y buenas practicas clinicas
(BPC).

El presente proyecto no incluye el manejo de animales o pruebas en humanos. Se utilizé
una linea celular comercial de ATCC® los productos derivados del manejo de esta linea
celular y de los diferentes tratamientos momento después de realizar los experimentos,
fueron descartados en condiciones especiales, para proteccion del personal y del medio
ambiente que lo rodea, evitando el posible contacto con otros humanos. Los elementos
corto punzantes fueron recolectados en contenedores rigidos de paredes imperforables
(guardianes); las cajas de cultivo, pipetas, guantes y demas material de laboratorio
fueron recolectados en bolsas rojas de material biol6gico, segun las indicaciones
establecidas por el Ministerio de la Proteccién Social (Resolucion No. 008430 de 1993),
para finalmente ser descartados por la empresa contratada por la Universidad Nacional

de Colombia para dicha actividad.

La manipulacion del material biolégico e inorganico (plastico y vidrio) produce un impacto
de alcance local transitorio, pues contribuye a generar material de desecho para la
ciudad que generalmente es quemado (impacto de alcance directo a la capa de ozono) o
reciclado (ganancia ecol6gica). Sin embargo, el impacto ambiental es minimo o bajo.
Solo por la afectacion del ozono durante la quema de desechos organicos y de

incubadoras para el mantenimiento adecuado de las muestras recolectadas. En
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conclusion, este proyecto tiene minimo impacto ambiental y minimo impacto de riesgo

para la salud humana.

Se aclara también que no se hace uso de informacién confidencial, ni se declaran
conflictos de interés, Y que el uso de la informacién proporcionada por bases de datos
especializadas se encontré adecuadamente citada como fuente bibliografica protegiendo

los derechos de autor de acuerdo a la normatividad de citaciéon Vancouver.

9.Propiedad intelectual

El grupo de investigadores respeta los principios sobre propiedad intelectual establecidos
por el acuerdo No. 35 de 2003 que expide el reglamento de propiedad intelectual de la
Universidad Nacional de Colombia definiendo la misma como un derecho complejo de
dominio especial sobre las creaciones, se expresa del talento humano y se concede a los
autores o parte de los mismos un principio de respeto y confidencialidad sobre los
hallazgos cientificos obtenidos por la presente investigacion, asi como por el apoyo dado
por la universidad generado por esta investigacion y el apoyo de los estudiante de
posgrado, futuros investigadores, inventores y que a la vez permite a la sociedad hacer

uso de sus creaciones.
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10. Resultados

1. Los niveles de ROS se modifican con agentes oxidantes y reductores
dependiendo del momento que se apliquen, en relacion con la fusion con
PEG.

Con el fin de evaluar si cambiar el estado redox de la célula antes o después de fusionar
con PEG modifica los niveles de ROS al cuarto dia de cultivo, se evalu6 la produccion de
ROS en términos de fluorescencia celular total corregida (CTCF) que es el indicador de
intensidad de fluorescencia, en este caso, emitido por el reactivo DHE, que al ser oxidado
se intercala con el DNA de la célula tifiendo el nucleo emitiendo fluorescencia de color
rojo (576 nm) al ser excitada con una longitud de onda de 480 nm.

Primero se examinaron los efectos de la aplicacion de agentes oxidantes y reductores en
los niveles de especies reactivas de oxigeno en células U937 sembradas sobre laminas
de hueso de origen bovino, sin fusionar y fusionadas con PEG; Se observé que, en las
células sin fusionar la aplicacion de ambos tipos de tratamientos (oxidante y reductor),
posterior a las dos horas de la siembra, y mantenidos en el medio durante cuatro dias
(Fig. 1A barras Grises Oscuras pg.53), no mostré un cambio significativo en los niveles
de ROS comparados con el grupo control al que no se le aplicé ningln tratamiento, sin
embargo la sola fusion con PEG, realizada antes de la siembra, generé un aumento del
356% en la cantidad de especies reactivas de oxigeno con respecto a células que no se
fusionaron con PEG y fue estadisticamente significativo (** P < 0.01). Este efecto vario
con la aplicacidon de los distintos reactivos después de la siembra y mantenidos en el
medio durante cuatro dias posteriores a la fusién con PEG (Fig. 1A barras negras); con
respecto al grupo control positivo solo fusionadas con PEG, la aplicacién de agentes
oxidantes representd un incremento en ROS, donde la HCY presenté efecto mas
significativo en el incremento de la produccion de ROS siendo de 113%, seguido de H20O>
con86% y DMNQ con 45% (**** P < 0.0001).
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Tabla 1. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes
oxidantes o reductores con respecto a su efecto en la produccién de
especies reactivas de oxigeno.

1.1 NO PEG vs PEG y PEG vs agentes oxidantes.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

NO PEG vs PEG solo i 356% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + DMNQ 45% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + HCY 113% **** P <0.0001
PEG Solovs PEG + H202 86% **** P <0.0001

Por su parte los agentes reductores tuvieron un efecto significativo en la disminucién de
ROS con respecto a PEG solo, siendo del 70% para TROLOX que mostré la disminucion
estadisticamente mas representativa (** P < 0.01), seguido de NAC con 69% y TEMPOL
con 68% (* P < 0.05), GSH+BME solo disminuy6 un 29%, a pesar de tener un doble
potencial reductor por el BME y GSH; el A.A solamente disminuyé el 1%.

1.2 PEG vs agentes reductores.

Diferencias en

Tratamientos porcentaje (%) Valor P
PEG Solo vs PEG + AA Y 1% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX {} 70% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + GSH+BME N/ 29% ns
PEG Solo vs PEG + NAC N/ 67% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + TEMPOL N 68% *P<0.05

Todos los efectos se mantienen similares cuando los reactivos son aplicados 1 dia (24

horas) después de la fusién con PEG (Fig. 1A barras gris claro pg.53).

Tablas: EI nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Gnica vez después de
la fusién con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A|)/|A|*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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1.3 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados 1 dia después de la
fusién con PEG.

Diferencias e 5

ala e O " alo

PO e dje 0

PEG Solo vs PEG + DMNQ1 52% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + HCY1 121% **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + H,0,1 25% ns
PEG Solo vs PEG + AAL 0% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 N/ 61% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 JQ 34% ns
PEG Solo vs PEG + NAC1 N/ 69% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 N 42% ns

Al aplicar los reactivos en los dias 2 y 3 (48 y 72 horas) después de la fusion con PEG,
se observa una tendencia por parte de los agentes oxidantes y reductores a mantener
niveles de ROS similares al grupo control PEG solo, a pesar de que hay cambios en los
porcentajes, solo en el caso de NAC en el dia 2 hay valores estadisticamente diferentes
cuando se compara con PEG solo.

1.4 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados 2 y 3 dias después de la
fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + DMNQ2 i 10% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ3 14% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 6% ns
PEG Solo vs PEG + HCY3 24% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 29% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 N/ 24% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 N/ 10% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 N/ 45% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 N/ 13% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 N/ 48% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 ) 8% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 v 21% ns
PEG Solo vs PEG + NAC2 N/ 69% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + NAC3 N/ 34% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL?2 N/ 7% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 N 21% ns

Es interesante notar que cuando ambos tratamientos, oxidantes y reductores, fueron
aplicados antes de inducir la fusion con PEG (Fig.1A barras blancas pg.53), el resultado

fue una disminucion en los niveles de ROS, con respecto a PEG solo, para todos los

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por UGnica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusion; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Gnicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusién con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A|*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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casos, siendo los de mayor efecto estadisticamente significativo, A.A (80%) y TEMPOL
(77%) (**** P < 0.0001).

1.5 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados previa fusiéon con PEG.

Diferencias en

Tratamientos .
porcentaje (%)

PEG Solo vs PEG + DMNQPT 49% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + HCYPT R/ 20% ns

PEG Solo vs PEG + H,O,PT R 38% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + AAPT Vi 80%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT N/ 60% **P <0.001
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT | 57% *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + NACPT N/ 19% ns

PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT Va 77% **P < 0,001

Al realizar una prueba de viabilidad con MTT (Figura 1C pg.53), se observé que tanto la
aplicacion de agentes oxidantes como reductores disminuy0 la viabilidad a las 24 horas,
en aproximadamente un 80% (* P < 0.05), para todos los casos excepto para el A Ay el
TEMPOL con una disminucion de un 60% y 30% respectivamente que no fueron
estadisticamente significativos con respecto al grupo control NO PEG que representa el
100% de células vivas. Cuando se evalia la viabilidad con MTT a las 72 horas, se
observa que en todos los grupos permanecen vivas alrededor del 20% de las células (* P
< 0.05), sin embargo, el A A y TEMPOL muestran un aumento en la viabilidad
alcanzando un porcentaje de células vivas de 163% (** P < 0.01), y 198% (**** P <

0.0001) respectivamente con respecto al control NO PEG.

Tablas: EI nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Gnicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A|)/|A|*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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FIGURA 1. Los niveles de ROS se modifican con agentes oxidantes y
reductores dependiendo del momento que se apliquen, en relacion con la

fusién con PEG.

Células U937 fueron pretratadas (PT) antes de la fusion, o fueron tratadas por Unica vez
(dias 0, 1, 2 vy 3) luego de la fusiéon con PEG 1450 vy, posterior a la fusion, sembradas
sobre ldminas de hueso, con agentes reductores, A.A (50ug/ml), TROLOX (500uM), GSH
(32mM) + BME (25uM), NAC (30mM) y TEMPOL (100uM) o con agentes oxidantes,
DMNQ (0.15uM), HCY (100uM), H2O, (50uM). Después de 4 dias de cultivo las células
fueron tratadas con DHE y hoechst, posteriormente fijadas con paraformaldehido al 3,7%
para observar por microscopia de fluorescencia, magnificacion 40x, la intensidad media
de fluorescencia de DHE en términos de fluorescencia celular total corregida (CTCF), fue
cuantificada por el programa Image J. (A) Producciéon intracelular de ROS segun
intensidad de fluorescencia de DHE (CTCF) (B) comparando primero el cambio de la
aplicacion de PEG con respecto a No PEG (C) viabilidad celular con respecto al
porcentaje del control NO PEG para el grupo con el pretratamiento (D) cambios en los
niveles de ROS con la aplicacion de los agentes oxidantes y reductores a diferentes
tiempos. Todos los experimentos fueron independientes y realizados por triplicado
(duplicado para C), los datos cuantitativos se expresan segun la media + error estandar;
Doénde, * P < 0.05 ** P < 0.01 *** P < 0.001 *** P < 0.0001. Para imagenes ampliadas,

ver anexo.
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2. El tamafio de la célula varia con agentes oxidantes y reductores
dependiendo del momento que se apliquen, en relacion con la fusion
con PEG.

TRAP se expresa en altos niveles en osteoclastos, esta enzima que genera hidrolisis por
un mecanismo de ataque nucleofilico para la desfosforilacion de las fosfoproteinas de la
matriz 6sea, y por tanto es un marcador histoquimico para osteoclastos. Se evalud la
presencia de células TRAP+ multinucleadas, que se identifican por presentar una
coloracién rojo ladrillo o violeta y se caracterizaron ademas por su tamafio. Se discriminé

aqguellas células con un area entre 50 y 200 ym y mas de 200 ym.

Se observé que el grupo de células que no se fusionaron con PEG, presenta células
individuales que no tienen una coloracién rojiza y cuyo tamafio no es superior a las
50um; solamente el 20% de la poblacion corresponde a células TRAP + multinucleadas
de la que el 1% presenta células de mas de 200um (Fig. 2A primera barra gris con
blanco, B pg.59). Cuando a estas células sin fusionar se le colocaron los agentes
oxidantes se observé una tendencia a aumentar la poblacion TRAP + y el nimero de
células de mas de 200 uym con respecto a células sin fusionar con PEG (Fig.2C pg.59);
sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos. La aplicacion de
agentes reductores tuvo una tendencia a la disminucion del porcentaje total de células
TRAP+, en el que TROLOX present6 un porcentaje de diferencia del 71% y GSH+BME
de 42% con respecto a NO PEG siendo una disminucion significativa en ambos casos (*
P <0.05).

Tabla 2. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes
oxidantes o reductores con respecto a su efecto en la generacién de células
multinucleadas TRAP positivas.

2.1 NO PEG vs agentes oxidantes y reductores.

Diferencias e 5
ala e O " alo

PO e ale 0
NO PEG vs NO PEG + DMNQ 29% ns
NO PEG vs NO PEG + HCY 50% ns
NO PEG vs NO PEG + Hz202 43% ns
NO PEG vs NO PEG + AA N/ 5% ns
NO PEG vs NO PEG + TROLOX 71% *P<0.05
NO PEG vs NO PEG + GSH+BME N/ 42% *P<0.05
NO PEG vs NO PEG + NAC 39% ns
NO PEG vs NO PEG + TEMPOL N 39% ns

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A[*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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Las células fusionadas con PEG, sin aplicar otros tratamientos, al comparar con las
células no fusionadas, mostr6 un aumento del 91% en el total de células TRAP+ y
también un aumento en la poblacibn de células de mas de 200um, que es
estadisticamente muy significativo (**** P < 0.0001) (Fig.2B). Al fusionar las células con
PEG, y aplicar agentes oxidantes, se observo una tendencia a aumentar el porcentaje de
células TRAP+ y especialmente de la poblacién de 200um con respecto a PEG solo
(Fig.3C pg.59), el aumento fue del 73% para DMNQ (*** P < 0.001), de 49% y 47% para
HCY y H.0, respectivamente, sin embargo, ambos valores no fueron estadisticamente
significativos con respecto a PEG.

2.2 NO PEG vs PEG, PEG vs agentes oxidantes.

Diferencias en

Tratamientos .
porcentaje (%)

NO PEG vs PEG solo i 919%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ 73% *** P < 0,001
PEG Solo vs PEG + HCY 49% ns

PEG Solo vs PEG + H,0, 47% ns

En lo referente al efecto de los agentes reductores, se encontr6 una tendencia a la
disminucion del porcentaje de células TRAP+ multinucleadas, asi como a la disminucién
de la poblacién de mas de 200 um, evidenciando una prevalencia de células de 50 a 200
um (Fig.2C pg.59), mostraron una disminucion significativa del porcentaje de células
TRAP + con respecto a PEG solo, GSH + BME con 20%, NAC con 24% y TEMPOL con
35% (**** P <0.0001) (Fig.2A primeras barras negras con blanco pg.59).

2.3 PEG vs agentes reductores.

Diferencias en

Tratamientos

porcentaje (%)
16% ns
11% ns
20% *** P <0.0001
24% **** P <0.0001
35% **** P <0.0001

~|

PEG Solo vs PEG + AA

PEG Solo vs PEG + TROLOX
PEG Solo vs PEG + GSH+BME
PEG Solo vs PEG + NAC

PEG Solo vs PEG + TEMPOL

<TG

La aplicacion de los agentes oxidantes en los dias 1, 2 y 3 mostré una tendencia a la
disminucion en el porcentaje total de células TRAP+ y de la poblaciéon de mas de 200um,
gue hacia el dia 3 se asemejaba mas al comportamiento de las células fusionadas con

PEG, sin otros tratamientos (Fig.2A, C pg.59).

Tablas: EI nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Gnica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A|)/|A|*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.



57 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

2.4 PEG vs agentes oxidantes aplicados en los dias 1, 2y 3 después de la
fusién con PEG.

. ere . € »,

e hto porcentaje (% A0
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 45% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 31% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ3 27% ns
PEG Solo vs PEG + HCY1 41% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 28% ns
PEG Solo vs PEG + HCY3 26% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,1 38% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 18% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 29% ns

Los agentes reductores, por su parte, mostraron comportamientos diferentes, AA y
TROLOX mostraron porcentajes de células TRAP + similares durante todos los dias de
tratamiento, que no fueron en ninglin momento significativamente diferentes a las células
fusionadas con PEG, sin otros tratamientos. El TEMPOL produjo la mayor disminucién en
el porcentaje de células TRAP + cuando fue aplicado en el dia 0 pero tuvo una tendencia
a aumentar hacia los dias 1, 2 y 3 y a alcanzar valores similares a las células fusionadas
con PEG, sin otros tratamientos. GSH+BME y NAC presentaron porcentajes bajos de
células TRAP+ en los dias 0, 1 y 2 asi como una menor poblacion de mas de 200um; sin
embargo, su aplicacién en el dia 3 muestra un porcentaje de células TRAP + que no
tiene diferencias estadisticamente significativas con respecto a las células fusionadas

con PEG, sin otros tratamientos (Fig.2A, C pg.59).

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Gnica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A[*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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2.5 PEG vs agentes reductores aplicados en los dias 1, 2y 3 después de la
fusién con PEG.

Diferencias en

Tratamientos porcentaje (%) Valor P

PEG Solo vs PEG + AAL 1 43% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 7% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 35% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 {} 0% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 {} 14% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 N/ 13% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 A 27% *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 JQ 20% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 JQ 16% ns
PEG Solo vs PEG + NAC1 N/ 27% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + NAC2 JQ 14% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + NAC3 v 1% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 x 15% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2 1% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 K} 6% ns

Es importante anotar que el pretratamiento no generd diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las células fusionadas con PEG, sin otros tratamientos, para
ninguno de los grupos con tratamientos oxidantes o reductores (Fig. 3A barras gris claro

pg.59).

2.6 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados previa fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + DMNQPT

PEG Solo vs PEG + HCYPT 6% ns
PEG Solo vs PEG + H,O,PT 2% ns
PEG Solo vs PEG + AAPT 40% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT 10% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT Vi 24% ns
PEG Solo vs PEG + NACPT i 25% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT 21% ns

Tablas: EI nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A|)/|A|*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.



59 Evaluacion de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicacion de agentes reductores
u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

A...

o 200+ um B 50-200pm @ 50- 200pm

"
"
"

kS
F

-]
¥

]
3

10% 4

Céhdas TRAP + Muttinucleades (%)
]
&

Dilas i] DO123PT DO123PT 0012387 00123PT DO123PT DO123PT 0O123PT 0012387

PEG - + ShEEEE o et EE L4 e EEE Skt E bt oA Bt e EEEE -t EEEE ke

DMNC HCY H202 AR TROLOX GSH+BME NAC TEMPOL

NO PEG PEG




60 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

FIGURA 2. El tamafio de la célula varia con agentes oxidantes y reductores
dependiendo del momento que se apliquen, en relacién con la fusién con
PEG.

Células U937 fueron pretratadas (PT) antes de la fusion, o fueron tratadas por Unica vez
(dias 0, 1, 2 vy 3) luego de la fusibn con PEG 1450 y, posterior a la fusion, sembradas
sobre ldminas de hueso, con agentes reductores, A.A (50ug/ml), TROLOX (500uM), GSH
(32mM) + BME (25uM), NAC (30mM) y TEMPOL (100uM) o con agentes oxidantes,
DMNQ (0.15uM), HCY (100uM), H2O, (50uM). Después de 4 dias de cultivo las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 3,7% y tefiidas para TRAP con el fin de observar
por microscopia de luz, magnificacién 40x, (A) Porcentaje total de células multinucleadas
TRAP +, barras inferiores representan el porcentaje de células TRAP+ multinucleadas de
50 a 200um, barras superiores representan el porcentaje de células TRAP+
multinucleadas de mas de 200um(B) comparando primero el cambio de la aplicacién de
PEG con respecto a No PEG (C) Cambios en los niveles de fusién con la aplicacion de
los Agentes Oxidantes y Reductores a diferentes tiempos. Todos los experimentos fueron
independientes y realizados por triplicado, los datos cuantitativos se expresan segun la
media + error estandar; Dénde, * P < 0.05 ** P <0.01 *** P <0.001 **** P < 0.0001. Para

imégenes en color -ver anexo-.



61 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

3. La presencia de anillos de actina se modifica con agentes oxidantes y
reductores dependiendo del momento que se apliquen, en relacion con la

fusién con PEG.

La activacion del osteoclasto es importante para el remodelado 6seo, este proceso
requiere de adhesion celular a la superficie ésea y una reorganizacion del citoesqueleto
de actina para la formacién de zonas de sellado y membranas polarizadas esenciales en
la secrecion direccional de acidos y enzimas a la superficie que se va a reabsorber. Con
el fin de analizar si el cambio en el estado redox de la célula antes o después de
fusionarlas con PEG, modifica la reorganizacion del citoesqueleto, se evalud la presencia
de anillos de actina en las células. Los resultados de este trabajo muestran células que
presentan anillos de actina que se caracterizan por presentar una estructura periférica
redondeada donde los nacleos se encuentran alrededor de la actina condensada de esta

forma.

Se encontré que la fusion con PEG gener6 un aumento del 904% en el niumero de
células que presentan anillos de actina con respecto a células que no fueron fusionadas
con PEG (**** P < 0.0001) (Fig.3A primera barra negra pg.64). Es interesante anotar que
la fusién con PEG en conjunto con la aplicaciéon inmediata de agentes oxidantes, como
su aplicaciéon en los dias 1, 2 y 3, no generd un cambio significativo en la presencia de
anillos de actina con respecto a las células fusionadas con PEG, sin otros tratamientos
(aprox. 10%).
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Tabla 3. Tratamientos correspondientes a la aplicacidén de agentes
oxidantes o reductores con respecto a su efecto en la cantidad de
osteoclastos que generan anillos de actina.

3.1 NO PEG vs PEG, PEG vs agentes oxidantes aplicados en el dia0,1,2y 3
después de la fusién con PEG.

Diferencias en

Tratamientos .
porcentaje (%)

NO PEG vs PEG solo i g04%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ i 7% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 N 14% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 L 8% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ3 2% ns
PEG Solo vs PEG + HCY 7% ns
PEG Solo vs PEG + HCY1 5% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 N 18% ns
PEG Solo vs PEG + HCY3 Y 17% ns
PEG Solo vs PEG + H,0, N/ 19% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,1 i 2% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 4% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 2% ns

Sin embargo, los agentes reductores si tuvieron un efecto en la disminucién de las
células que presentan anillos de actina, siendo los mayores efectos atribuidos a TEMPOL
(89%) y GSH + BME (76%) (**** P < 0.0001) (Fig.2 barras negras y grises medias pg.64)
mostrando células que se caracterizaron por presentar actina y ndcleos que se encentran
distribuidos uniformemente en toda la superficie, lo cual se asocia a la no polimerizacion

del citoesqueleto de actina (Fig. 3C pg.64).

3.2 PEG vs agentes reductores.

Diferencias en
porcentaje (%)
PEG Solo vs PEG +AA 51% *P<0.05

Tratamientos

PEG Solo vs PEG +TROLOX N/ 57% ns

PEG Solo vs PEG + GSH+BME i 76%|  **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC N/ 61% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + TEMPOL N 89%| **** P<0.0001

Cuando los agentes reductores se aplicaron el dia 1, posterior a la fusién con PEG, solo
GSH+BME disminuy0 significativamente la presencia de anillos en un 70% con respecto
a PEG (** P £0.01), mientras que los demas agentes reductores disminuyeron al rededor

del 50%. La aplicacion de agentes reductores en los dias 2 y 3 no tuvo un efecto

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusién con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A|*100%, si A>B=Reduccion si A<B=Aumento, donde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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significativo en el nimero de células que presentan anillos de actina con respecto a PEG
solo (oscilando entre 10 y 20%) (Fig.3A barras grises de tono medio pg.64).

3.3 PEG vs agentes reductores aplicados en el dia 1, 2 o 3 después de la
fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + AAL 36% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 Y 18% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 WV 2% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 JQ 51% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 {} 4% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 JQ 2% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 N/ 70% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 JQ 30% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 JQ 21% ns
PEG Solo vs PEG + NAC1 JQ 43% ns
PEG Solo vs PEG + NAC2 JQ 23% ns
PEG Solo vs PEG + NAC3 N/ 5% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 N/ 48% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2 18% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 3% ns

El pretratamiento con oxidantes y reductores una hora antes de la fusion con PEG,
gener6 una disminucion estadisticamente significativa del nimero de células que
presentan anillos de actina (* P < 0.05 y ** P < 0.01) Siendo TROLOX el que mayor

efecto tuvo, con una reduccion del 75% con respecto a PEG solo (Fig. 3A barras blancas
pg.64).

3.4 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados previa fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + DMNQPT 60% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + HCYPT R/ 62% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + H,0,PT Vi 50% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + AAPT N 46% ns

PEG Solo vs PEG + TROLOXPT v 75% ns

PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT [/ 71% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + NACPT N/ 63% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT N 56% **P<0.01

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A[*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, donde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.



64

Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

A- 1007%

senn

Osteoclastos que forman andlos de actina (%)

Apicacion dad Tratamiento una vez desce Solo durane ol
s NO PEG sDIAOD DAY DIAZ =DIA3 OPRETRATAMIENTO

i
‘ e

.
1
.
.
Y TP
.

AT L 0 T AP A [

‘
{ne
h

PEG

C. DMNQ

NO PEG

TROLOX

NO PEG

PEG
N

P

DIA

DMNQ HCY H;0, AA TROLOX GSH +BME NAC TEMPOL

..............

NO PEG

PEG

HCY H,0, AA

GSH+BME NAC TEMPOL




65 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

FIGURA 3. La presencia de anillos de actina se modifica con agentes
oxidantes y reductores dependiendo del momento que se apliquen en

relacion con la fusion con PEG.

Células U937 fueron pretratadas (PT) antes de la fusion, o fueron tratadas por Unica vez
(dias 0, 1, 2 vy 3) luego de la fusibn con PEG 1450 y, posterior a la fusion, sembradas
sobre ldminas de hueso, con agentes reductores, A.A (50ug/ml), TROLOX (500uM), GSH
(32mM) + BME (25uM), NAC (30mM) y TEMPOL (100uM) o con agentes oxidantes,
DMNQ (0.15uM), HCY (100uM), H20, (50uM). Después de 4 dias de cultivo las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 3,7% y tratadas con falloidina y hoechst para
observar por microscopia de fluorescencia, magnificacién 40x (A) Porcentaje de células
similares a osteoclasto que forman anillos de actina (B) comparando primero el cambio
de la aplicacién de PEG con respecto a No PEG (C) Cambios en la presencia de anillos
de actina con la aplicacion de los agentes oxidantes y reductores a diferentes tiempos.
Todos los experimentos fueron independientes y realizados por triplicado, los datos
cuantitativos se expresan segun la media + error estandar; Donde, * P < 0.05 ** P < 0.01
*** P <0.001 **** P <0.0001



66 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

4. Laresorcion se modifica con agentes oxidantes y reductores
dependiendo del momento que se apliquen, en relacion con la fusion con
PEG.

Para evaluar la capacidad resortiva de las células U937 que fueron fusionadas con PEG
y tratadas con agentes oxidantes o reductores, las células fueron retiradas del hueso y
estos tefiidos con azul de toluidina al 1%, con el fin de evaluar la presencia de las

lagunas de resorcion generadas por los osteoclastos y el area promedio.

Al analizar los huesos correspondientes a las células que no fueron fusionadas con PEG,
se observé que las areas de resorcion no superaban el 1,3% (Fig.4A barras gris oscuro,
B pg.71) al aplicar agentes oxidantes se observd una tendencia a aumentar, sin
embargo, la diferencia es de apenas el 1% por lo cual no es estadisticamente
significativo, los agentes reductores tampoco tuvieron efecto en modificar el area de

resorcion (Fig.4A, C pg.71).

Comparando el area de resorcion producida por las células fusionadas con PEG, con
respecto a las células no fusionadas, se observd un aumento del 1771% registrando
areas con defectos irregulares en la superficie 6sea, identificadas en el microscopio al
mover el objetivo y observar las distintas capas que la componen, estas areas en

promedio registraron un valor de area total reabsorbida de 35% por mm? (Fig. 4B pg.71).

Al fusionar con PEG vy tratar con agentes oxidantes pasadas 2 horas de la fusion, se
encontré un aumento en el porcentaje de area reabsorbida con respecto a las células
fusionadas con PEG sin otro tratamiento, siendo el de mayor efecto el DMNQ con una
diferencia del 73%, seguido de HCY con 40% y H>O» con un 37% (**** P < 0.0001), de
manera contraria los agentes reductores disminuyeron el area reabsorbida con respecto
a las células fusionadas con PEG sin otro tratamiento, siendo el de mayor eficiencia el
TEMPOL con una diferencia del 79%, seguido de NAC, con 76%, GSH+BME con 74%,
TROLOX con 72% y A.A con 67% (**** P < 0.0001) sin diferencias significativas entre
ellos (Fig. 4A barras negras, C pg.71) .
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Tabla 4. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes oxidantes o

reductores con respecto a su efecto en laresorcion 6sea.

4.1 NO PEG vs PEG, PEG vs agentes oxidantes y reductores.

Diferencias en

Tratamientos porcentaje (%) Valor P
NO PEG vs PEG solo 4 1771%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ A 73%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + HCY [ 40%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + H,0, i 37%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + AA 64%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX N/ 72%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 74%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC N/ 75%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL 79%| **** P<0.0001

Al aplicar los reactivos en los dias 1, 2, 3 luego de la fusién con PEG, se observa una
tendencia de los agentes oxidantes a disminuir el area reabsorbida con respecto a sus
valores en el dia 0; con respecto a células fusionadas con PEG, sin tratamiento la
aplicacion de DMNQ en los dias 1 y 2 gener6 una disminucién estadisticamente
significativa en un 16% (** P < 0.01) y del 52% para el dia 3 (****P < 0.0001), la
aplicacién de HCY tuvo un comportamiento similar disminuyendo las areas reabsorbidas
entre un 18% para los dias 1y 2 y 32% para el dia 3 (*** P < 0.001) con respecto al dia
0, sin observarse diferencias significativas con las células fusionadas con PEG sin
tratamiento, en el caso del H,O, disminuy6 entre un 16 para el dia 1y 34% para el dia 2
(**** P < 0.0001) en relacién al dia 0 y sin diferencias significativas con respecto a PEG

solo (Fig.4 A barras grises claro, C pg.71).

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusion; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusién con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A[*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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4.2 PEG o PEG + agentes oxidantes aplicados en el dia 0 vs agentes oxidantes
aplicados en los dias 1, 2y 3 después de la fusion con PEG.

Diferencias en

Tratamientos porcentaje (%) Valor P

PEG Solo vs PEG + DMNQ1 A 45% ns

PEG Solo vs PEG + DMNQ2 21% ns

PEG Solo vs PEG + DMNQ3 30% *P<0.01
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ1 16% **P<0.01
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ2 17% *P<0.01
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ3 52% **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + HCY1 16% ns

PEG Solo vs PEG + HCY2 15% ns

PEG Solo vs PEG + HCY3 5% ns

18% *** P <0.001
18% *** P <0.001
32% *** P <0.001

PEG + HCYvs PEG + HCY1
PEG + HCY vs PEG + HCY2
PEG + HCYvs PEG + HCY3

PEG Solo vs PEG + H,0,1 15% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 10% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 16% ns

16% P <0.0001
34% **** P <0.0001
6% P <0.0001

PEG + H,0, Vs PEG + H,0,1
PEG + H,0, Vs PEG + H,0,2
PEG + H,0, Vs PEG + H,0,3

<A EGETPDEEGEE

Los agentes reductores, durante los dias 1 y 2, mostraron niveles de resorcion similares
a los del dia 0. El A.A tuvo una variacion del 7 y 23% en relacion en los dias 1 y 2 con
respecto al dia 0 de su aplicacién y una disminucion de la resorcién con respecto a las
células fusionadas con PEG sin ningun tratamiento del 56% para el dia 1 y del 67% para
el dia 2 (**** P < 0.0001), TROLOX con una variacion del 1% al 17% en relacion en los
dias 1y 2 con respecto al dia 0 y una disminucién de la resorcién del 72% al 77% en los
dias 1y 2 con respecto a las células fusionadas con PEG sin ningln tratamiento (**** P <
0.0001), NAC con una variacién del 9% al 16% en relacion en los dias 1 y 2 con respecto
al dia 0 y una disminucién de la resorcion del 77% al 79% en los dias 1 y 2 con respecto
a las células fusionadas con PEG sin ningun tratamiento (**** P < 0.0001), y finalmente
TEMPOL con una variacion del 18 al 42% en relacién en los dias 1 y 2 con respecto al
dia 0 y una disminucién de la resorcion del 69% al 75% en los dias 1 y 2 con respecto a
las células fusionadas con PEG sin ningun tratamiento (**** P < 0.0001); GSH+BME tuvo
un comportamiento en el que la tendencia es el de aumentar el area reabsorbida en
funcion al tiempo. Para el dia 3 los agentes reductores aumentaron el area de resorcion
con respecto a los dias anteriores, pero se encontr6 disminuida con respecto al control

PEG (Fig. 4 Barras grises de tono medio, C pg.71).

Tablas: EI nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusién con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusién; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado Unicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusion con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A|*100%, si A>B=Reduccion si A<B=Aumento, donde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.
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4.3 PEG o PEG + agentes reductores aplicados en el dia 0 vs agentes oxidantes
aplicados en los dias 1, 2y 3 después de la fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + AAL 67%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + AA2 56%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + AA3 i 22% *P<0.05
PEG + AAvs PEG + AAL WV 7% ns

PEG + AAvs PEG + AA2 23% ns

PEG + AAvs PEG + AA3 119%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 72%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 V 77%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 N/ 40% *** P <0001
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX1 [/ 1% ns

PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX2 [/ 17% ns

PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX3 112%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 N/ 61%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 39% *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 N 24% ns

PEG + GSH+BME vs PEG + 50% ns

PEG + GSH+BME vs PEG + 134%| **** P<0.0001
PEG + GSH+BME vs PEG + 189%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC1 77%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC2 N/ 79%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC3 N/ 46%| **** P <0.0001
PEG + NAC vs PEG + NAC1 N/ 9% ns

PEG + NAC vs PEG + NAC2 i 16% ns

PEG + NAC vs PEG + NAC3 112%] **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 R/ 75%|  **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2 69%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 41%| **** P<0.0001
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL1 18% ns

PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL2 47% ns

PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL3 184%| **** P<0.0001

Para todos los casos el pretratamiento inhibié la resorcién con respecto a las células
fusionadas con PEG sin ningun tratamiento, dénde, DMNQ inhibié en un 79%, HCY en
70%, H>O2 en 67%, A.A en 48%, TROLOX en 59%, GSH+BME en 59%, NAC en 55% y
TEMPOL en 72% (**** P < 0. 0001) (Fig. 4 Barras blancas, C pg.71).

Tablas: El nimero a un lado del nombre del reactivo (oxidante o reductor) denota el dia en el que fue aplicado por Unica vez después de
la fusion con PEG (1 dia, 2 dias o 3 dias) y mantenido en el medio por los dias siguientes hasta completar cuatro (4) dias de cultivo
después de inducir fusion; PT: Pretratamiento, el reactivo fue aplicado GUnicamente durante una hora y posteriormente lavado antes de
realizar la fusién con PEG; Diferencia de porcentaje: (|B-A])/|A[*100%, si A>B=Reduccién si A<B=Aumento, dénde A: valor de referencia,

B: valor con el que se compara (vs); Para ver la tabla completa, con las comparaciones entre dias ver anexos.



70 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

4.4 PEG vs agentes oxidantes y reductores aplicados previa fusion con PEG.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

PEG Solo vs PEG + DMNQPT 79%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + HCYPT N/ 70%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + H,0,PT N 67% *P<0.01

PEG Solo vs PEG + AAPT N/ 48%|  **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT N/ 59%]| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT N/ 59%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + NACPT N/ 55%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT N 72%| **** P <0.0001

Para confirmar que los cambios en la resorcibn no se deben a cambios en la
supervivencia de las células, se realizé viabilidad con azul de tripdn durante 4 dias del
cultivo, para las células no fusionadas, o fusionadas con PEG, y con cada uno de los
oxidantes o reductores aplicados 2 horas después de la siembra. Se observo que las
células no fusionadas presentaron similar viabilidad con respecto a los tratamientos,
aunque los reactivos disminuyeron en promedio un 10% de la viabilidad para el cuarto
dia.
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FIGURA 4. Laresorcion se modifica con agentes oxidantes y reductores
dependiendo del momento que se apliquen en relaciéon con la fusién con
PEG.

Células U937 fueron pretratadas (PT) antes de la fusién, o fueron tratadas por Unica vez
(dias 0, 1, 2 vy 3) luego de la fusiébn con PEG 1450 vy, posterior a la fusion, sembradas
sobre ldminas de hueso, con agentes reductores, A.A (50ug/ml), TROLOX (500uM), GSH
(32mM) + BME (25uM), NAC (30mM) y TEMPOL (100uM) o con agentes oxidantes,
DMNQ (0.15uM), HCY (100uM), H20, (50uM). Después de 4 dias de cultivo las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 3,7% y posteriormente retiradas con un cepillo de
cerdas suaves; los huesos libres de células fueron tefiidos con azul de toluidina para
observar por microscopia de luz, magnificacién 40x, (A) Porcentaje de area reabsorbida
por milimetro cuadrado (B) comparando primero el cambio de la aplicacién de PEG con
respecto a No PEG (C) Cambios en los niveles de resorcién con la aplicacién de los
Agentes Oxidantes y Reductores a diferentes tiempos (D) Porcentaje de células vivas,
cémo resultado de prueba de viabilidad con azul tripan, evaluado a las 24, 48, 72 y 96
horas para cada uno de los tratamientos oxidantes o reductores solos o 2 horas después
de la fusion con PEG. Todos los experimentos fueron independientes y realizados por
triplicado, los datos cuantitativos se expresan segun la media + error estandar; Donde * P
< 0.05 * P <0.01 ** P < 0.001 ***P < 0.0001, para ver las imagenes en color, ver

anexo.
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5. Los marcadores osteoclastogénicos se expresan de diferente manera
con agentes oxidantes y reductores cuando son aplicados en etapas

iniciales de la fusion con PEG.

Tabla. 5 Lista de marcadores osteoclasticos analizados y su funcion.

NFkB Factor de transcripcion para el inicio de la diferenciacidén hacia osteoclastos.

\NITAN Il Factor de transcripcidn para genes especificos del osteoclasto.
Sincitina 1 - Acercamiento de las membranas de los compafieros de fusion por un cambio
SSAVEl conformacional.

CD47 Reconocimiento entre compafieros de fusién, incrementa el calcio intracelular.
DC

SYPAVI Modula capacidad de fusion de los OC.

oC

SYPAVI Modula capacidad de fusion de los OC.

JAAB2A\V WY Inicia la fusion por union con la integrina a9B1 de otra célula modificando el citoesqueleto.
E-Cadherina, proteina de adhesién célula a célula dependiente de calcio inicia
CDH1 modificacién del citoesqueleto.

CX43 Genera uniones GAP para permitir comunicacién intercelular.

Integrina aVB3, genera la adhesion del borde en cepillo con la matriz extracelular del
aVp3 hueso.

CA2 Hidracion del dioxido de carbono para generar protones H+ y aumentar el pH.

INNR7.NEl Bomba de protones para acidificar la matriz extracelular.

MMP9 Media protedlisis del colageno la matriz extracelular.
Media protedlisis del colageno y la elastina de la matriz extracelular, activa a MMP9 y
CTSK TRAP.
Mantiene la homeostasis del calcio para regular las tasas de resorcién del OC, su
CTR activacién inhibe resorcién.
Porina de la membrana mitocondrial para la difusion de sustancias hidrofilicas - iones de
VDAC calcio, media la salida de O2- de la mitocondria al citosol.
Cataliza la transformacion del oxigeno a especies reactivas de oxigeno, de membrana
NOX 4 citoplasmatica y mitocondrial.

Para determinar si las células fusionadas con PEG y tratadas con agentes oxidantes o
reductores expresan marcadores especificos de osteoclasto, tanto de maduracién como
de actividad, se realiz6 una inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos para evaluar
el porcentaje de osteoclastos FITCI + y determinar la expresién del marcador segun la

intensidad de fluorescencia emitida por el FITC en términos de CTCF.

Los experimentos se realizaron en dos etapas, en la primera se compararon los cambios

de la expresion de marcadores a las 6, 12 y 24 horas después de la siembra con o sin
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PEG, y en la segunda etapa se aplicaron agentes oxidantes o reductores que tuvieron la

mayor y la menor eficacia en alterar la resorcion.

Las células no fusionadas se observaron positivas para los distintos marcadores, a
excepcion de NFkB y NOX4 cuya presencia se encontré6 en menos del 60% de la
poblacién total de células; no obstante, cuando se midio la intensidad de fluorescencia se
observaron niveles muy bajos que no mostraron cambios significativos para ninguno de
los tiempos indicados, 6, 12 o 24h (Fig.5A pg.75). Cuando las células fueron fusionadas
con PEG se observaron positivas para todos los casos, a excepcion de CD47 y aVB3 con
un porcentaje de células positivas menor al 40%, los marcadores mostraron intensidades
diferentes; a las 6 horas de la fusion con PEG, aumentaron con respecto a las células no
fusionadas, la intensidad de fluorescencia de NFxB (** P < 0.01), CD47 (** P <0.01), DC-
STAMP (****P < 0.0001), CX43 (* P < 0.05) y VDAC (*** P < 0.001), a las 12 horas
aumentaron NFATc1 (** P < 0.01), OC- STAMP (*** P < 0.001), aVB3 (* P < 0.05), que
ademas aumentd el numero de células positivas, y finalmente a las 24 horas aumenté la
intensidad de fluorescencia de ERVW1 (*** P < 0.001). Los demas marcadores, pese a
gue tuvieron una tendencia a aumentar, no mostraron cambios significativos con respecto
a células no fusionadas. En razén a que la mayoria de marcadores, caracteristicos de
osteoclastos, se elevaron al fusionar con PEG a las 12 horas, se analizé los reactivos
gue mas efecto tuvieron sobre la resorcion: DMNQ que aumentd y NAC que disminuy®;
igualmente, los que menos efecto tuvieron: HCY que aument6 y A.A que disminuyé (Fig.
5 B).

Al aplicar DMNQ, hubo un aumento significativo de NFxB (* P < 0.05), DC- STAMP (** P
< 0.01) y CTSK (*™*P < 0.0001), mientras que la HCY solo tuvo aumentos
estadisticamente significativos en la expresion de CD47 (* P < 0.05) y de CTSK (* P <

0.05), con respecto a las células fusionadas con PEG, sin tratamiento.

El A.A gener6 un aumento en la expresion de DC-STAMP (* P < 0.05), MMP9 (****P <
0.0001), CTSK (** P = 0.01) y VDAC (* P = 0.05), no obstante, disminuyo
significativamente CA2 (** P < 0.01) con respecto a las células fusionadas con PEG, sin
tratamiento. NAC disminuyé significativamente CTR (* P < 0.05) y VDAC (* P = 0.05) y
los deméas marcadores analizados no mostraron cambios con respecto a las células

fusionadas con PEG, sin tratamiento (Fig. 5B, C).



75 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores
u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol
. b BE=04 MO PEG
- NOPEG = 5 E+4
i 100% T T E’
L e r [ L (I e 4 Ee0
g & 3Esd
b &0% E 2 E+04
i % § 1Ee0e
g o “ 3 oes0
i 3l 1] e

E oo ¥ ‘Q@g"ﬁd‘ﬁq‘&«; ﬁ‘ﬁf@tﬁﬁgﬁd‘qﬁgﬁ

ﬁi&"‘@lﬂ ‘gf&“ o £ e*‘“&“’“ & &

Osteockastes FITC+{%)

i

Int, flucrescencia FITS 12H (CTCF)

1E+07 o

BE+DE 4

AE+DE
TE+DE 4

OE+00

mEH 212H m24H
& mEH «12H =24 H
Iy A PEG 5 et 4 & O . lu PEG
1 = ® C s <
T U SEWd {5 € S B o <
H
E;_En:u IR o H
B

ifs*“#;%@%ﬁﬁfffﬁﬁﬁfﬁpﬁ’ I fﬁxv‘ﬁgigfrf & & ﬂ”ﬂ'-:r*“&f & &g
& ¥ SR
mEH 12H m24H w5H =12H m2d H
PEG 12H
5
E 60%
2 200
ﬁi 0%
o "
g« “@é“ o N FF S G W
3
mDMNQ wmHCY - AA mNAC
. " PEG 12H
- ': E
I T T T T i
. I 1
] f i bl dl: Qlilr i : il
- . ol *
f\ﬁg‘a‘ﬁe‘*ﬁ@*dﬁcﬁ & & & & &

BPEG mDMNG mHCY = A4 o NAC



HCY DMNQ PEG

A.A

NAC

76

Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

O

HCY DMNQ PEG

A.A

NAC

DC-STAMP




77 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

FIGURA 5. Los marcadores osteoclastogénicos se expresan de diferente
manera con agentes oxidantes y reductores cuando son aplicados en

etapas iniciales de la fusién con PEG.

Células U937 fueron fusionadas con PEG 1450 y posteriormente sembradas sobre
laminas de hueso y fijadas a diferentes tiempos (6, 12 o 24 horas) para la evaluacion de
la expresion de marcadores osteoclastogénicos, NFkB, NFATcl, ERVW1, CD47, DC-
STAMP, OC-STAMP, ADAM 12, CDH1, CX43, CD61, CA2, ATPval, MMP9,CTSK, CTR,
para evaluar biogénesis mitocondrial VDAC y NOX4 como marcador de potencial de
produccion de ROS, las células fueron fijadas y tratadas con anticuerpos primarios para
cada marcador y posteriormente con anticuerpos secundarios conjugados con FITCI para
observar por microscopia de fluorescencia, magnificacion 40x (A) Porcentaje de
Osteoclastos FITC + e Intensidad de fluorescencia de FITC (CTCF) medidas a las 6, 12 o
24 horas después de la siembra. (B) Porcentaje de Osteoclastos FITC + e Intensidad de
fluorescencia de FITC (CTCF) medidas a las 12 horas con la aplicacion de PEG solo o
con agentes oxidantes, DMNQ (0.15uM) u Homocisteina (100uM), o agentes reductores,
Acido Ascérbico (50ug/ml) o NAC (30mM). (C) Cambios en la intensidad de fluorescencia

de los marcadores mas alterados por la aplicacién de los agentes oxidantes o reductores.

Todos los experimentos fueron independientes y realizados por triplicado, los datos
cuantitativos se expresan segun la media + error estandar; Donde, * P < 0.05 ** P < 0.01
*** P <0.001 **** P <0.0001, c: con respecto al control sin PEG.



Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

11. Discusion

Trabajos previos en el laboratorio (1-3) mostraron que la fusién con PEG de células
U937 genera aumento de los niveles de ROS hacia las 10 horas, de manera similar a
lo descrito en la literatura cuando se aplica MCSF y RANKL. El aumento de ROS es
esencial para adquirir caracteristicas similares a osteoclasto (70,73-84). El propdsito
de este trabajo fue investigar los cambios en la actividad osteoclastogénica al aplicar
distintos agentes oxidantes y reductores a células fusionadas con PEG. Se busco
determinar si la actividad osteoclastogénica desencadenada por la fusién con PEG se
modifica al tratar las células con agentes reductores u oxidantes antes o después de
la fusion con PEG. Se buscé deducir si la condicion oxidativa o reductora de la célula
altera la actividad osteoclastica. Especificamente, inferir el papel de la fusion en la
actividad osteoclastica cuando la célula se trata con agentes reductores u oxidantes
antes o después de fusionar con PEG. Para esto, se evalué la presencia de ROS por
medio de inmunofluorescencia midiendo la intensidad de fluorescencia de DHE, se
realizé tincion para TRAP, se clasificaron las células de 50 a 200 um y de mas de 200
pum, se analizé la presencia de anillos de actina, se evallo las lagunas de resorciéon
generadas por los osteoclastos y finalmente se analizé la expresion de marcadores

especificos de osteoclastos.

Se observé que la fusion con PEG induce actividad oxidativa lo que generd un
aumento de ROS, aumento del porcentaje de células TRAP +, la formacién de anillos
de actina y el area resorbida. Cuando se aplican agentes oxidantes en el diaOy 1
aumenta la generacion de ROS, el porcentaje de células TRAP + de mas de 200 uM
y el area de resorcion, con respecto a las células fusionadas con PEG y sin otros
tratamientos. La generacion de ROS se reduce cuando se aplican agentes
reductores, lo que resulta también en una disminucién en el porcentaje de células
TRAP +, formacion de anillos de actina y el area resorbida. Estos resultados
sugieren que la fusion celular per se activa ROS, aunque los resultados no permiten
diferenciar el mecanismo, la literatura ha reportado que durante la fusiéon celular
ocurre el ensamblaje y activaciéon de las enzimas NOX1 y NOX 2, que son
generadoras de ROS (151-153).
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Se puede especular que la activacion y produccion de ROS puede inducir la actividad
enzimética necesaria para la actividad caracteristica del osteoclasto como la actividad
TRAP + y NFkB facilitando la estabilizacion de la fusion celular, explicando el
hallazgo de células con tamafios superiores a 200 um y a su vez esto se relaciona
con el aumento en la actividad resortiva, aunque los resultados presentes no
permiten diferenciar el mecanismo. En la literatura se reporta que alterar el equilibrio
redox de los precursores osteoclasticos, disminuyendo ROS, se disminuye la
capacidad de la célula para la reorganizar el citoesqueleto (154,155) y esto induce a
gue, durante la diferenciacion, los osteoclastos fallan en consolidar la fusién, formar
anillos de actina y unirse al hueso para iniciar la resorcion (156). Este evento se
atribuye a que en la cascada de sefializacion que activan los factores de transcripciéon
osteoclastogénicos, entre ellos NFkB, se requiere de la activacion de las proteinas
Src (157) que es dependiente de su oxidacion, resaltando la importancia del estado
oxidativo celular. Adicionalmente Src media también los eventos de polimerizacion y
despolimerizacion de actina a través de la activacion de proteinas Rac 1(9). Nuestro
laboratorio ha reportado que Src y Pyk se activan en células fusionadas con PEG (3).

Al evaluar los marcadores osteoclastogénicos en este modelo, se observé que
NFkB y NFATcl aumentan en células fusionadas con PEG, respecto al nimero de
células y la intensidad de fluorescencia al comparar con las células no fusionadas (**
P <0.01), Igual sucede con CD47 (** P <0.01), DC-STAMP (****P < 0.0001), CX43 (*
P < 0.05) , implicadas en la fusién, y VDAC (*** P < 0.001), todas proteinas que se
expresan por accién de NFkB (18,27), estas a su vez aumentan al aplicar reactivos
oxidantes. Por otro lado, se conoce que NFkB estimula la generacion de ROS
(74,158, 153) mientras VDAC es un regulador dinamico o regulador de la funcion
mitocondrial global tanto en aumento o disminucién de ROS (158). Se ha reportado
gue un ambiente reductor, al disminuir ROS, genera la disminucién en la activacion
de la via NFxB en osteoclastos (95-97,159) confirmando que las vias de sefalizacion

osteoclastogénicas requieren un ambiente pro oxidante para su activacion.

La aplicacion del agente oxidante DMNQ, luego de la fusion con PEG, tuvo el mayor
efecto en aumentar el porcentaje de células TRAP+ de mas de 200 ym y en

aumentar el area resorbida con respecto al grupo de células fusionadas con PEG y
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sin otros tratamientos. La aplicacion del agente reductor TEMPOL, tuvo el mayor
efecto en disminuir el porcentaje general de células TRAP + y en disminuir la
resorcion; la literatura refiere que en cultivo ambos DMNQ y TEMPOL, tienen
capacidad de regenerarse haciendo uso de enzimas de la célula, por lo cual su
accion se mantiene durante el tiempo de cultivo, como en este caso que fue de 4 dias
(122,137), aunque esto no se midi6 en este experimento, sugiere que un estimulo
prolongado en etapas tempranas después de la fusion con PEG tiene mejor eficiencia

en alterar las vias de sefializacion implicadas en fusion.

Cuando se aplicaron los agentes oxidantes y reductores 2 y 3 dias después de la
fusion con PEG, tuvieron menor efecto en modificar los niveles de ROS, los
porcentajes de células TRAP +, la formacién de anillos de actina y la actividad
resortiva cuando se comparan con el grupo de células fusionadas con PEG que no
recibieron tratamientos.

Esto sugiere que cuando la fusibn se encuentra consolidada en los dias 2 y 3
después de la aplicacion de PEG, alterar el estado redox de la célula no modifica
drasticamente los niveles de ROS y no es determinante para alterar la actividad
resortiva. Implica que, para esta etapa, el estado redox se mantiene dentro de un
umbral regulado que permite la funcion celular, a pesar de que los resultados
presentes no evallan los umbrales de ROS ni su alteracion. En la literatura se ha
reportado que la aplicacion de H;O, en varios tipos de células diferenciadas,
provenientes de células madre mesenquimales, no genera cambios en las
concentraciones intracelulares de ROS, como si ocurre cuando se aplica
directamente en las células madre (160). En este caso los autores sugieren que la
célula mantiene niveles regulares de ROS dependiendo de su estado fisioldgico; este
evento se asocia al balance en la relacion NAD+/NADH que se requiere para el
metabolismo celular (161), ya que este depende del estado redox de la célula, una
alteracion en esta relacion, genera la produccion de peroxisomas con enzimas
oxidantes (NOX) o antioxidantes (catalasas) que permiten mantener los niveles
adecuados de NAD+ y NADH para los requerimientos metabdlicos de la célula
(161,162,163).
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Al colocar los reactivos oxidantes o anti-oxidantes antes de la fusion con PEG, los
niveles de ROS, el porcentaje y tamafio de células TRAP +, la formacion de anillos de
actina y especialmente la resorcion, muestran una tendencia hacia la disminucién con
respecto a las células fusionadas sin otros tratamientos; la prueba de viabilidad con
MTT mostré que estos resultados se atribuyen a muerte celular, sugiriendo que los
niveles de ROS son criticos para la estabilidad no solo de la fusion sino de la
viabilidad (74,89). Es probable que al pretratar las células con reactivos oxidantes o
reductores y luego fusionar las células con PEG, se altere demasiado el equilibrio
redox, por tanto, el umbral tolerable, induciendo mecanismos de muerte
desencadenados en parte por la fusién celular con PEG. A pesar de que no se han
reportado resultados similares en la literatura, se sabe que un umbral en la cantidad
de ROS de la célula, asi como la relacién GSH/GSSG (6,94), que varia segun el tipo
de célula, es requerido para que se mantengan vias implicadas en proliferacion y
supervivencia (163). Esto concuerda con un estudio en células U937 en el que se
observa que un estimulo corto de ROS promueve la fosforilacion de las MAPK
responsables de la supervivencia de la célula. Sin embargo, la induccién continua de
ROS o altos niveles de ROS causan su apoptosis, por lo que, como respuesta se
induce Nrf2 aumentando la expresion de genes HO1 y NQO1 dependientes de la
activacion de ERK y AKT disminuyendo los niveles de ROS intracelulares (161). Este
trabajo arroja resultados similares a los de un estudio que analiza la actividad de
TROLOX, en el cual se observé que el pretratamiento con 100uM (la misma de este
estudio) durante 3 horas antes de la aplicacion de RANKL en monocitos derivados de
médula 6sea regulé negativamente la expresion de c-Fos disminuyendo la cantidad
de osteoclastos por pozo, no obstante, no realizan pruebas de viabilidad (117). No
hay otros reportes en la literatura que realicen pretratamiento con agentes oxidantes
o reductores en osteoclastos que sean comparables con este estudio.

Cuando se compara el pretratamiento con agentes reductores respecto a lo obtenido
cuando se fusionan con PEG + agentes reductores desde el dia cero, se observa
disminucion de ROS, excepto NAC y TROLOX aunque no es estadisticamente
significativo. En cambio, hay una respuesta variada respecto a la tincion TRAP+,
formacion de anillos de actina y area resorbida. Este resultado es dificil explicarlo
coherentemente a la luz del conocimiento actual. Especulando, puede ser por errores

técnicos en la forma de realizar la lectura del resultado o por diferencias en el
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mecanismo de accion de cada uno de los reactivos, especialmente en el
pretratamiento con agentes reductores. Estos, pueden alterar o inactivar de manera
diferencial las enzimas o vias que influyen en inducir mecanismos de muerte celular.
Llama la atencién este efecto producido por los agentes reductores porque se dejan
actuar solo una hora y luego se retiran mediante lavado de las células.

Cuando se compara el pretratamiento con agentes oxidantes respecto a lo obtenido
cuando se fusionan con PEG + agentes oxidantes desde el dia cero, se observa
disminucion de ROS, tincibn TRAP+, formacion de anillos de actina y disminucién de
la resorcidon. Nuevamente, este resultado es dificil explicarlo coherentemente a la luz
del conocimiento actual. Especulando, puesto que la fusién con PEG induce aumento
de ROS intracelular, al pretratar las células con reactivos oxidantes pueden elevar los
niveles de ROS, superando el nivel critico tolerado por la célula e inducir mecanismos
de muerte celular, aunque los reactivos se dejan actuar solo una hora y luego se
retiran mediante lavado de las células. En cambio, al aplicarlos inmediatamente
después de la fusién con PEG, aunque también producen efecto respecto a las
células fusionadas con PEG sin tratamiento con reactivos, el efecto no es menor que
al pretratarlas con los mismos reactivos. Probablemente, el balance oxido-reductor
(niveles de ROS) es critico para la estabilidad de la fusién (si bajan o suben
demasiado, pasando el umbral critico) y para el inicio de la actividad
osteoclastogénica (154-156). Pareciera que la célula fusionada al activar los
mecanismos de ROS, de alguna manera tolera mejor los agentes oxidantes y estos
contribuyen a la estabilidad de la fusion o al inicio de la actividad osteoclastogénica.
En cambio, disminuir estos niveles aplicando agentes reductores alteran

drasticamente la actividad osteoclastica.
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12. Conclusion

Fusionar células U937 con PEG, induce la generacion de ROS y de anillos de actina,
aumenta la expresion de marcadores de diferenciacion osteoclastogénicos, la
actividad TRAP+ y resortiva, sugiriendo que el balance oxido-reductor (niveles de
ROS) es critico para la supervivencia, estabilidad de la fusién y para el inicio de la
actividad osteoclastogénica. Dicha caracteristica se acentla al aplicar reactivos
oxidantes y disminuye con reductores, sugiriendo que el estado oxido-reductor de la
célula es determinante en la actividad osteoclastogénica.
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13. Aportes al conocimiento

e EIl balance oxido-reductor (niveles de ROS) es critico para la supervivencia,
estabilidad de la fusién y para el inicio de la actividad osteoclastogénica ya que
alterar el estado redox de la célula antes de la fusion induce muerte celular,
mientras que aplicar reactivos pro oxidantes después de la fusibn aumenta la

actividad resortiva.

e Cuando la fusion se encuentra consolidada (24 h.p.f.), alterar el estado oxido-
reductor de la célula no es determinante para alterar la actividad resortiva, lo que
podria deberse a distintos mecanismos de regulacion de ROS internos de la

célula.

e Confirma lo hallado en un trabajo previo: fusionar células U937con PEG induce
ROS vy la formacién de anillos de actina, aumenta el nimero de células TRAP
positivas y la actividad resortiva, sin necesidad de las citoquinas tipicas RANKL y
M-CSF.

e Los tratamientos reductores podrian ser una alternativa para la prevencién y
control en distintas patologias que implican un desequilibrio en la relacién

formacién/resorcion.

e El trabajo permite especular que la funcién de RANKL es la de facilitar la fusion
de membranas celulares y dicha fusion es la que desencadena los eventos

bioquimicos pro-oxidantes que permiten dar inicio a la actividad osteoclastica.
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14. Perspectivas

e Dado que RANK puede autoensamblarse, inhibir RANK y realizar el mismo
procedimiento para confirmar si son los eventos de fusion per se los que activan

las vias osteoclastogénicas.

¢ Inhibir las enzimas NOX, para evaluar si el impacto en la produccién de ROS

producida por la fusion es dependiente de ellas.

e Aplicar los reactivos en las etapas aqui reportadas y observar la expresion de
enzimas antioxidantes y pro oxidantes para analizar si la activaciéon de estas,
media la regulacién de los niveles de ROS en células activas que realizan

resorcion.

e Analizar la resorcioén fijando las células en los dias 1, 2 y 3 del cultivo para evaluar
el momento en el cual las células comienzan este proceso y relacionarlo con la

importancia de ROS en las distintas etapas.

e Realizar la metodologia de este trabajo con otras lineas celulares o cultivos
celulares (monocitos derivados de medula 6sea o de sangre periférica), para

corroborar el papel de ROS en la fusién y actividad resortiva de osteoclastos.
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16. ANEXOS

1.1 Tablas de Resultados.

Tabla 1. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes
oxidantes o reductores con respecto a su efecto en la produccion de
especies reactivas de oxigeno.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

NO PEG vs PEG solo 1 356% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + DMNQ 1 45% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 1 52% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 1 10% ns

PEG Solo vs PEG + DMNQ3 1 14% ns

PEG Solo vs PEG + DMNQPT 4 49% ** P <0.01
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ1 5% ns

PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ2 Vi 24% ns

PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ3 R/ 21% ns

PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ2 Vi 28% ns

PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ3 N 25% ns

PEG + DMNQ2 vs PEG + DMNQ3 4% ns

PEG Solo vs PEG + HCY 113%| **** P<0.0001
PEG Solovs PEG + HCY1 121%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + HCY2 6% ns

PEG Solo vs PEG + HCY3 24% ns

PEG Solo vs PEG + HCYPT N 20% ns

PEG + HCY vs PEG + HCY1 4% ns

PEG + HCY vs PEG + HCY2 Vi 50% ** P <0.01
PEG + HCY vs PEG + HCY3 {} 64%|**** P <0.0001
PEG + HCY1 vs PEG + HCY2 N/ 52%| **** P<0.0001
PEG + HCY1 vs PEG + HCY3 {} 66%| **** P<0.0001
PEG + HCY2 vs PEG + HCY3 N/ 28% ns

PEG Solo vs PEG + H,0, 86%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + H,0,1 25% ns

PEG Solo vs PEG + H,0,2 29% ns

PEG Solo vs PEG + H,0,3 N/ 24% ns

PEG Solo vs PEG + H,O.PT N/ 38% *P<0.05
PEG + H,0, s PEG + H,0,1 Vi 33% *P <0.05
PEG + H,0,vs PEG + H,0,2 i 31% *P <0.05
PEG + H,0,vs PEG + H,0,3 i 73%| **** P<0.0001
PEG + H,0,1vs PEG + H,0,2 3% ns

PEG + H,0,1 vs PEG + H,0,3 N/ 60% ** P <0.01
PEG + H,0,2 vs PEG + H,0,3 N/ 61% ** P <0.01
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PEG Solo vs PEG +AA |V 1% ns
PEG Solo vs PEG + AAl 0% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 N/ 10% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 R/ 45% ns
PEG Solo vs PEG + AAPT Y 80%| **** P <0.0001
PEG + AAvs PEG + AAl 1% ns
PEG + AAVs PEG + AA2 v 10% ns
PEG + AAVs PEG + AA3 R/ 44% ns
PEG + AAL vs PEG + AA2 Y 10% ns
PEG + AAL vs PEG + AA3 R/ 38% ns
PEG + AA2vs PEG + AA3 \ 2 38% ns
PEG Solo vs PEG +TROLOX J\} 70% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 V 61% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 J\} 13% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 Vi 48% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT N 60%| ***P<0.001
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX1 32% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX2 191%| *** P <0.001
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX3 74% ns
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX2 121% ** P <0.01
PEG + TROLOXI1 vs PEG + TROLOX3 31% ns
PEG + TROLOX2 vs PEG + TROLOX3 N/ 40% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + GSH+BME N/ 29% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 N/ 34% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 8% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 R/ 21% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT Vi 57%| ***P<0.001
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME1 R/ 6% ns
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME2 53% ** P <0.01
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME3 11% ** P <0.01
PEG + GSH+BMEL1 vs PEG + GSH+BME2 62% ns
PEG + GSH+BMEL vs PEG + GSH+BME3 19% ns
PEG + GSH+BME2 vs PEG + GSH+BME3 [/ 27% ns
PEG Solo vs PEG + NAC Vi 67% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + NAC1 N/ 69% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + NAC2 Vi 69% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + NAC3 N/ 34% ns
PEG Solo vs PEG + NACPT N/ 19% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC1 N/ 7% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC2 X 15% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC3 104% ns
PEG + NAC1 vs PEG + NAC2 8% ns
PEG + NAC1 vs PEG + NAC3 112% ns
PEG + NAC2 vs PEG + NAC3 130% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL 68% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 42% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2 7% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 21% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT 77%|  *** P <0.001
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL1 108% ns

PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL2
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL3

236% *** P <0.001
186% *P<0.05

PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL2 62% ns
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL3 38% ns
PEG + TEMPOL2 vs PEG + TEMPOL3 15% ns

N e e
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Tabla 2. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes
oxidantes o reductores con respecto a su efecto en la generacién de células
multinucleadas TRAP positivas.

NO PEG vs PEG solo 91%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ 73% *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 45% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 31% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ3 27% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQPT 5% ns
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ1 J\} 16% *P<0.05
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ2 J\} 26% ***P <0.001
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ3 J\} 26% ***P <0.001
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ2 JQ 11% ns
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ3 JQ 12% ns
PEG + DMNQ2 vs PEG + DMNQ3 J\} 1% ns
PEG Solo vs PEG + HCY 49% ns
PEG Solo vs PEG + HCY1 41% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 28% ns
PEG Solo vs PEG + HCY3 26% ns
PEG Solo vs PEG + HCYPT JQ 6% ns
PEG + HCY vs PEG + HCY1 N 6% ns
PEG + HCY vs PEG + HCY2 JQ 12% ns
PEG + HCY vs PEG + HCY3 JQ 16% ns
PEG + HCY1 vs PEG + HCY2 JQ 11% ns
PEG + HCY1 vs PEG + HCY3 JQ 15% ns
PEG + HCY2 vs PEG + HCY3 J\} 4% ns
PEG Solovs PEG + H,0, 47% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,1 38% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 18% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 29% ns
PEG Solo vs PEG + H,O,PT 2% ns
PEG + H,0, vs PEG + H,0,1 JQ 6% ns
PEG + H,0, Vs PEG + H,0,2 a 20% *P<0.05
PEG + H,0,vs PEG + H,0,3 v 12% ns
PEG + H,0,1 vs PEG + H,0,2 a 15% ns
PEG + H,0,1vs PEG + H,0,3 v 7% ns
PEG + H,0,2 vs PEG + H,0,3 i 4% ns
PEG Solo vs PEG +AA 16% ns
PEG Solo vs PEG + AAl 43% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 7% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 35% ns
PEG Solo vs PEG + AAPT 40% ns
PEG + AAvs PEG + AAL 23% ns
PEG + AAVs PEG + AA2 N 7% ns
PEG + AAvs PEG + AA3 [y 17% ns
PEG + AAL vs PEG + AA2 N/ 25% *P<0.05
PEG + AAL vs PEG + AA3 i 5% ns
PEG + AA2 vs PEG + AA3 26% ns




106 Evaluacién de cambios en la actividad osteoclastica con la aplicaciéon de agentes reductores

u oxidantes en células U937 fusionadas con polietilenglicol

PEG Solo vs PEG +TROLOX ¥ 11% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 ¥V 0% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 N 14% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 N 13% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT 10% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX1 12% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX2 [/ 3% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX3 [/ 2% ns
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX2 14% ns
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX3 12% ns
PEG + TROLOX2 vs PEG + TROLOX3 2% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME R/ 20%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEL v 27%|  *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 R/ 20% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 N 16% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT R/ 24% ns
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BMEL {/ 9% ns
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME2 |/ 0% ns
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME3 5% ns
PEG + GSH+BMEL1 vs PEG + GSH+BME2 10% ns
PEG + GSH+BMEL1 vs PEG + 16% ns
PEG + GSH+BME2 vs PEG + 6% ns
PEG Solo vs PEG + NAC Vi 24%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + NAC1 N/ 27% **P<0.01
PEG Solo vs PEG + NAC2 v 14% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + NAC3 R/ 1% ns
PEG Solo vs PEG + NACPT J\} 25% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC1 23% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC2 13% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC3 30% ns
PEG + NAC1 vs PEG + NAC2 8% ns
PEG + NAC1 vs PEG + NAC3 6% ns
PEG + NAC2 vs PEG + NAC3 15% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL N/ 35%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 i 15% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL?2 1% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 6% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT 21% ns
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL1 31% ns
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL?2 52% P <0.01
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL3 64%| *** P <0.001
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL?2 16% ns
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL3 25% ns
PEG + TEMPOL2 vs PEG + TEMPOL3 7% ns
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Tabla 3. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes oxidantes o
reductores con respecto a su efecto en la cantidad de osteoclastos que generan
anillos de actina.

Diferencias en

Tratamientos )
porcentaje (%)

NO PEG vs PEG solo 4 904%]| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ 7% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 14% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 i 8% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ3 2% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQPT i 60% ** P <0.01
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ1 7% ns
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ2 i 24% ns
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ3 21% ns
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ2 i 7% ns
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ3 18% ns
PEG + DMNQ2 vs PEG + DMNQ3 11% ns
PEG Solo vs PEG + HCY 7% ns
PEG Solo vs PEG + HCY1 5% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 18% ns
PEG Solo vs PEG + HCY3 ’ 17% ns
PEG Solo vs PEG + HCYPT 62% ** P <0.01
PEG + HCY vs PEG + HCY1 a 2% ns
PEG + HCY vs PEG + HCY2 24% ns
PEG + HCY vs PEG + HCY3 " 9% ns
PEG + HCY1 vs PEG + HCY2 22% ns
PEG + HCY1 vs PEG + HCY3 11% ns
PEG + HCY2 vs PEG + HCY3 43% ns
PEG Solo vs PEG + H,0, N/ 19% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,1 2% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,2 4% ns
PEG Solovs PEG + H,0,3 2% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,PT N/ 50% ** P <0.01
PEG + H,0, s PEG + H,0,1 18% ns
PEG + H,0, vs PEG + H,0,2 N/ 13% ns
PEG + H,0, vs PEG + H,0,3 14% ns
PEG + H,0,1 vs PEG + H,0,2 N 6% ns
PEG + H,0,1 vs PEG + H,0,3 5% ns
PEG + H,0,2 vs PEG + H,0,3 43% ns
PEG Solo vs PEG +AA 51% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + AAL N/ 36% ns
PEG Solo vs PEG + AA2 18% ns
PEG Solo vs PEG + AA3 N/ 2% ns
PEG Solo vs PEG + AAPT 46% ns
PEG + AAvs PEG + AAl 31% ns
PEG + AAvs PEG + AA2 68% ns

PEG + AAvs PEG + AA3 102% ** P <0.01
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PEG + AAl vs PEG + AA2 28% ns
PEG + AALvs PEG + AA3 54% ns
PEG + AA2vs PEG + AA3 20% ns
PEG Solo vs PEG +TROLOX 57% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 51% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 N/ 4% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 2% ns
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT L 75% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX1 14% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX2 67% ns
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX3 61% ns
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX2 94% ns
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX3 87% ns
PEG + TROLOX2 vs PEG + TROLOX3 [/ 4% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 76%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 N/ 70% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 30% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 U 21% ns
PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT 71% ** P <0.01
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME1 23% ns
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME?2 192% ** P <0.01
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME3 230%|  *** P <0.001
PEG + GSH+BME1 vs PEG + GSH+BME2 138% ** P <0.01
PEG + GSH+BMEL vs PEG + 169%| ***P <0.001
PEG + GSH+BME2 vs PEG + 13% ns
PEG Solo vs PEG + NAC N/ 61% ** P <0.01
PEG Solo vs PEG + NAC1 43% ns
PEG Solo vs PEG + NAC2 N/ 23% ns
PEG Solo vs PEG + NAC3 5% ns
PEG Solo vs PEG + NACPT N 63% **P<0.01
PEG + NAC vs PEG + NAC1 44% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC2 94% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC3 141% *P<0.05
PEG + NAC1 vs PEG + NAC2 35% ns
PEG + NAC1 vs PEG + NAC3 68% ns
PEG + NAC2 vs PEG + NAC3 25% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL 89%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1 N/ 48% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2 18% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3 ) 3% ns
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT 56% ** P <001
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL1 376% ns
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL2 646% *P<0.05
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL3 770%| *** P <0.001
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL?2 57% ns
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL3 98% *P<0.05
PEG + TEMPOL2 vs PEG + TEMPOL3 26% ns
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Tabla 4. Tratamientos correspondientes a la aplicacion de agentes oxidantes o

reductores con respecto a su efecto en laresorciéon ésea.

Diferencias en
porcentaje (%)

Tratamientos

NO PEG vs PEG solo i 1771%| **** P=<0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ 73%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + DMNQ1 45% ns
PEG Solo vs PEG + DMNQ2 21% ns

PEG Solo vs PEG + DMNQ3

PEG Solo vs PEG + DMNQPT
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ1
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ2
PEG + DMNQ vs PEG + DMNQ3
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ2
PEG + DMNQ1 vs PEG + DMNQ3
PEG + DMNQ2 vs PEG + DMNQ3
PEG Solo vs PEG + HCY

30% **P<0.01
79%| **** P<0.0001
16% **P<0.01
17% **P<0.01
52%| **** P <0.0001
1%| **** P=<0.0001
43%| **** P <0.0001
42%| **** P <0.0001
40%| **** P <0.0001

PEG Solovs PEG + HCY1 16% ns
PEG Solo vs PEG + HCY2 15% ns
PEG Solovs PEG + HCY3 5% ns

PEG Solo vs PEG + HCYPT
PEG + HCYvs PEG + HCY1
PEG + HCY vs PEG + HCY2
PEG + HCY vs PEG + HCY3

70%[ **** P<0.0001
18% *** P <0.001
18% ***P<0.001
32% *** P <0.001

PEG + HCY1 vs PEG + HCY2 1% ns
PEG + HCY1 vs PEG + HCY3 18% ns
PEG + HCY2 vs PEG + HCY3 17% ns
PEG Solo vs PEG + H,0, 37%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + H,0,1 15% ns
PEG Solovs PEG + H,0,2 10% ns
PEG Solo vs PEG + H,0,3 16% ns

67% ** P <0.01

16%| **** P <0.0001

34%| **** P<0.0001
6%| **** P=<0.0001

PEG Solo vs PEG + H,O,PT
PEG + H,0O, vs PEG + H,051
PEG + H,0, vs PEG + H,052
PEG + H,0O, vs PEG + H,0,3

PEG + H,0,1 vs PEG + H,0,2 22% ns
PEG + H2021 vs PEG + H2023 27% ns
PEG + H,0,2 vs PEG + H,0,3 6% ns

PEG Solo vs PEG +AA
PEG Solo vs PEG + AAl
PEG Solo vs PEG + AA2

64%| **** P<0.0001
67%| **** P<0.0001
56%| **** P<0.0001

PEG Solo vs PEG + A A3 22% *P<0.05
PEG Solo vs PEG + AAPT 48%| **** P <0.0001
PEG + AAvs PEG + AAL 7% ns

PEG + AAvs PEG + A A2 23% ns

PEG + AAvs PEG + AA3 119%]| **** P <0.0001
PEG+ AAlLvs PEG + AA2 33% ns

PEG+ AAl vs PEG+ AA3
PEG + AA2 vs PEG + AA3

136%| **** P =<0.0001
78%| **** P<0.0001

G E S G G S S S E S EE S S SIS EE S S S e e = e
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PEG Solo vs PEG +TROLOX J\} 72%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX1 J\} 72%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX2 J\} 77%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + TROLOX3 J\} 40% *** P <0.001
PEG Solo vs PEG + TROLOXPT J\} 59%| **** P=<0.0001
PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX1 J\} 1% ns

PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX2 J\} 17% ns

PEG + TROLOXvs PEG + TROLOX3 @ 112%| **** P <0.0001
PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX2 16% ns

PEG + TROLOX1 vs PEG + TROLOX3 115%| **** P<0.0001
PEG + TROLOX2 vs PEG + TROLOX3 156%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME J\} 74%| **** P <0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME1 JQ 61%| **** P<0.0001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 2 JQ 39% ***P<0.001
PEG Solo vs PEG + GSH+BME 3 JQ 24% ns

PEG Solo vs PEG + GSH+BMEPT J\} 59%| **** P=<0.0001
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME1 50% ns

PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME?2 134%| **** P<0.0001
PEG + GSH+BME vs PEG + GSH+BME3 189%| **** P<0.0001
PEG + GSH+BME1 vs PEG + GSH+BME2 56% **P<0.01
PEG + GSH+BME1 vs PEG + GSH+BME3 93%/| **** P<0.0001
PEG + GSH+BME?2 vs PEG + GSH+BME3 24% **P<0.01

75%| **** P<0.0001
77%| **** P<0.0001
79%| **** P<0.0001
46%| **** P<0.0001
55%| **** P<0.0001

PEG Solo vs PEG + NAC
PEG Solo vs PEG + NAC1
PEG Solo vs PEG + NAC2
PEG Solo vs PEG + NAC3
PEG Solo vs PEG + NACPT

PEG + NAC vs PEG + NAC1 9% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC2 16% ns
PEG + NAC vs PEG + NAC3 112%| **** P <0.0001
PEG + NAC1 vs PEG + NAC2 8% ns

PEG + NAC1 vs PEG + NAC3
PEG + NAC2 vs PEG + NAC3
PEG Solo vs PEG + TEMPOL
PEG Solo vs PEG + TEMPOL1
PEG Solo vs PEG + TEMPOL2
PEG Solo vs PEG + TEMPOL3
PEG Solo vs PEG + TEMPOLPT

131%| **** P <0.0001
151%| **** P <0.0001
79%| **** P<0.0001
75%| **** P<0.0001
69%| **** P=<0.0001
41%| **** P <0.0001
72%| **** P<0.0001

PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL1 18% ns
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL2 47% ns
PEG + TEMPOL vs PEG + TEMPOL3 184%| **** P <0.0001
PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL?2 24% ns

PEG + TEMPOL1 vs PEG + TEMPOL3
PEG + TEMPOL2 vs PEG + TEMPOL3

140%| **** P <0.0001
93%| **** P<0.0001
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1.2 Fotografias de los Resultados.

Fig. 1 ROS
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Fig. 3 ANILLOS DE ACTINA
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Fig. 4 LAGUNAS DE RESORCION
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