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Resumen

Objetivo: EI LPS es un estimulador de la resorcién dsea en las enfermedades inflamatorias
como la periodontitis, la osteomielitis y algunos tipos de artritis. El propdsito del presente
estudio fue de evaluar el efecto de 1 pg/mL de LPS adicionado a cultivos de osteoblastos
murinos con el fin de evaluar si la PGE, induce la produccion de RANKL. Material y méto-
dos: Los osteoblastos fueron obtenidos de craneos de ratdn recién nacido Balb/c fueron
removidos y sometidos a digestion enzimatica con 1 mg/mL de tripsina. Las células des-
prendidas fueron cultivadas a una densidad de 10* en una caja de pozos de 1.0 cm 1 pg/mL
de LPS fue adicionado a cada pozo del grupo experimental (n = 5). Se tomé sobrenadante a
las 1, 8, 24, 48, y 72 horas respectivamente y almacenado y ensayado para determinar la
produccion de RANKL y PGE, por medio de la técnica de ELISAs (Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assays). Resultados: Los resultados demostraron sobrerregulacion de la produc-
cién de PGE, y RANKL de las 24 a las 48 horas comparadas con el grupo control. La adicién
de 1 p/mL de LPS a cultivos de osteoblastos murinos induce la produccién de RANKL por
diferentes mecanismos incluyendo la PGE, en la induccion del proceso de resorcion 6sea.

Palabras clave: Osteoblastos murinos, RANKL, LPS, PGE, pérdida ésea, enfermedad
periodontal.

Abstract

Objective: LPS is a stimulator of bone resorption in inflammatory diseases such as peri-
odontitis, osteomyelitis and some types of arthritis. The aim of this study was to examine the
effects of 1 uyg/mL of LPS in murine osteoblasts under organ culture condition to evaluate
weather PGE, induce RANKL production. Material and methods: Osteoblasts were ob-
tained from mouse skulls from Balb/c mice and plated at cell density of 10* in 1.0 cm dishe. 1
ug/mL of LPS was added to each experimental well (n = 5). Following sampling the culture
supernatants at 1, 8, 24, 48, and 72 hours respectively, the supernatants were stored and
assayed for PGE, and RANKL by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs). Re-
sults: Results have shown up-regulation of PGE, and RANKL from 24 to 48 compared to the
control. These data suggest that 1 ug/mL of LPS in murine osteoblasts cultivated induce
RANKL production by different signalling mechanisms including PGE, which exert their
influence during bone resorption.
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Introduccion

La pérdida ésea involucra tanto la proliferaciéon de osteo-
clastos progenitores, como la diferenciacién de osteo-
clastos mononucleares a osteoclastos multinucleares.’ Los
osteoblastos son células que inducen la diferenciacién
osteoclastica por el contacto de una célula con otra célu-
la.? Los osteoclastos precursores expresan un receptor
denominado factor de transcripcién kB (RANK) que per-
tenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF),
el cual es modulado por el ligando de RANK (RANKL)
(también conocido como ODF, OPGL y TRANCE),® que es
expresado por los osteoblastos en la interaccién entre
estas dos células, induciendo por lo tanto la diferencia-
cién de osteoclastos mononucleares a través del factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF).*® La ex-
presion de RANKL por el osteoblasto también involucra
que los osteoclastos precursores sobrevivan en la cul-
minacién y activacion de osteoclastos maduros. Esta in-
duccién osteoclastica puede ser mediada por diferentes
estimulos, como la hormona paratiroidea (HPT), vitami-
na D3, prostaglandina E2 (PGE2), interleucina 11 (IL-11),
lipopolisacarido (LPS) y carga mecénica entre otros.*57
La osteoprotegerina (OPG) también conocida como OCIF
o TRI, es un receptor soluble para RANKL que actiia como
decodificador natural del sistema de sehalamiento RANK-
RANKL? el cual inhibe el proceso de la resorcién 6sea.
Normalmente la pérdida severa del hueso se presenta en
enfermedades inflamatorias como la periodontitis, la 0s-
teomielitis y algunos tipos de artritis.® El lipopolisacéri-
do (LPS), constituyente mayor de las bacterias Gram-ne-
gativas, al parecer estimula en forma agresiva la pérdida
Osea de estas enfermedades inflamatorias.® Ademas, los
macrofagos, linfocitos y osteoblastos producen prosta-
glandina E, (PGE,) y citocinas pro-inflamatorias tales como
TNF-o e IL-1 en respuesta a la presencia de LPS.'° El LPS
puede estimular la produccion de PGE, de las células re-
ceptoras a través de la induccién del mitégeno de la ci-
clo-oxigenasa 2 (COX2).'! Sin embargo, en la actualidad
al parecer hay diferentes mecanismos por el cual la PGE,
se involucra en la induccién osteocléstica con la presen-
cia de LPS.

Material y métodos
Diserio del estudio

El presente estudio fue experimental.
Quimicos y reactivos

La recombinante murina y anticuerpos del RANKL fueron
obtenidos de la compania Peprotech (USA). La PGE, fue
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obtenida de R and D Systems (USA). Medios de cultivo,
antibiéticos, suero fetal de ternera y tripsina EDTA fue-
ron obtenidos de la compania Gibco (Grand Island, N.Y.).
Ratones hembras recién nacidas Balb/c fueron obtenidos
del bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad Xochimilco, los cuales fueron sacrificados de
acuerdo a las guias de investigacion aprobadas por el
Comité Etico de la UAM.

Cultivos primarios de osteoblastos murinos

Los osteoblastos murinos fueron preparados y caracteriza-
dos por la modificacién de un método previamente descri-
to por Heath et al.’? Al craneo de 10 ratones hembras re-
cién nacidas (1-2 dias) les fueron extraidos los huesos fron-
tales y parietales, éstos fueron removidos asépticamente y
se elimino el tejido adherente como piel, musculo y tejido
nervioso. Los huesos fueron expuestos a digestién enzi-
matica por medio de tripsina EDTA (10 mg/mL Gibco, USA),
los osteoblastos desprendidos de la primera digestién en-
zimatica a los 20 minutos y una segunda digestién enzi-
matica a los 40 minutos fueron eliminados. Los huesos del
craneo restante fueron lavados en solucién buffer de fosfa-
tos (PBS) y cortados en pedazos con un bisturi antes de
una tercera digestién enzimatica durante otros 20 minu-
tos. El medio fue centrifugado a 1,000 rpm durante 5 mi-
nutos, los osteoblastos obtenidos fueron contados en una
cédmara de New Vawer ajustados a 1 x 10° en 1 mL para ser
resuspendidos en cajas Petri de 20 pozos de 1.5 mm en un
medio de cultivo F-12 Dulbecco modificado (Ham's F12-
Dulbecco’s modified Eagles’s medium -DMEM) con un 10%
de suero fetal bovino (FCS Globerfanr) 100 U/mL de peni-
cilina, 100 ng/mL de estreptomicinay 0.25 ug/mL de amfo-
tericina, creciendo las células a 37 °C en una atmésfera
humidificada de 95% de aire y un 5% de CO,. El medio de
cultivo fue reemplazado cada 48 6 72 horas dependiendo
del cambio de pH que se presentd.

Estimulacion de osteoblastos murinos cultivados in
vitro con LPS

Los osteoblastos murinos fueron estimulados con 1 ug/
mL de LPS al inicio del estudio (n = b), el grupo control
no fue estimulado (n = 5). Tanto el grupo control como
el grupo experimental se incubaron en una atmésfera de
CO, enun 5y 95% de aire. Los cultivos fueron aleatoria-
mente colocados tanto controles como experimentales y
fueron incubados secuencialmente en el mismo lugar.

Ensayo para determinacion de RANKL y PGE,

El sobrenadante fue recolectado durante las 1, 8, 24, 48,
y 76 horas de cultivo y centrifugado a 1,000 rpm para
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remover cualquier particula extrana. El sobrenadante fue
almacenado a -70 °C para poder determinar la produccién
de RANKL por medio de un ensayo de ELISA. (Enzyme-
Linked Immunoassay). Una microplaca con anticuerpos
monoclonales especificos para RANKL previamente ya
cubierta en los pozos (Peprotech, USA), se les adiciond
200 uL de medio del grupo control y del grupo experi-
mental en cada pozo. Los promedios fueron obtenidos
por disoluciones seriadas de RANKL en disoluciones co-
nocidas para producir concentraciones de 250, 125, 62.5,
31.2, 15.6, 7.8, 3.9y 0 pg/mL de cada una en duplicado.

Las muestras controles y experimentales fueron dilui-
das a la X° y X'° y probadas en duplicado. Después de
incubar durante dos horas a 37 °C, las muestras fueron
lavadas 3 veces con solucion buffer (400 mL solucién sa-
lina buffer de fosfato PBS) utilizando una maquina de as-
piracién (Labsystems). Doscientos L de conjugado fue-
ron adicionados e incubados con una nueva tira suminis-
trada en el kit de ELISA a temperatura ambiente por mas
de una hora, posteriormente fue lavada la microplaca
como se mencioné anteriormente. Doscientos nL de so-
lucién de sustrato fue agregado a cada pozo en un inter-
valo de b segundos e incubado por 20 minutos a tempe-
ratura ambiente. Se adicion6 50 uI. de solucién de H,SO,
para detener la reaccién, se midi6 la absorbancia a 540
nm usando un equipo de espectrofotometria (Labsyste-
ms). Una curva logaritmica promedio fue dibujada utili-
zando una computadora y el programa software Genesys
(Labsystems) y asi se determiné la concentracion de
RANKL en las muestras de cultivo.

El ensayo para determinar PGE, (R and D Systems) fue
parecido al descrito anteriormente siguiendo las instruc-
ciones del estuche.

Analisis estadistico

Los resultados son expresados en promedio = (SEM):
(n = 10). La prueba de U Mann-Whitney utilizada para
detectar diferencias significativas. Los resultados fueron
analizados con el Programa Prism (USA) para computa-
dora personal.

Resultados

En el presente proyecto se investig6 si 1 ug/mL de lipo-
polisacérido indujo la produccién de RANKL mediada
por PGE, en osteoblastos murinos Balb/c cultivados in
vitro en cajas Petri de 15 mm. Los datos obtenidos se
registraron en forma cuantitativa (pg/mL) de acuerdo al
promedio de cada sobrenadante tomado a las 1, 8, 24,
48 y 72 horas, las muestras fueron guardadas a -70 °C.
Los sobrenadantes fueron analizados por ELISA para de-
terminar los efectos del lipopolisacarido sobre la pro-

duccién de RANKL. Como parte del andlisis de los re-
sultados se separaron en dos grupos que corresponden
al grupo control (n = 5, no estimulado) y el grupo expe-
rimental (estimulado con lipopolisacarido n = 5), alea-
toriamente seleccionados en ambos grupos. Se realizé
la prueba de U Mann-Whitney, utilizando el paquete es-
tadistico (Prism USA) para uso de computadora perso-
nal y distinguir la diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo experimental.

Los resultados mostraron que los osteoblastos muri-
nos cultivados in vitro sintetizaron en forma constitu-
tiva RANKL. Sin embargo, el grupo experimental incre-
mento6 su produccion paulatinamente a partir de las 8
horas pero presentando diferencia estadisticamente sig-
nificativa a las 24 y 48 horas (Figuras 1 y 2; p < 0.001),
posteriormente empez6 un decremento llegando a nive-
les similares comparados con el grupo control. Con res-
pecto a la PGE,, los osteoblastos sintetizaron PGE, a
partir de la 1° a las 72 horas con un incremento paulati-
no a las 24 horas y un decremento para las 72 horas, sin
embargo el grupo experimental al que se le adicion6
LPS presenté una diferencia estadisticamente significa-
tiva durante las 24 (p < 0.001) y 48 (p < 0.01) horas
comparado con el grupo control (Figuras 3 y 4).

Discusion

Las citocinas proinflamatorias (ej. IL-1, TNF-) que son
secretadas en el sitio de la inflamaci6n e infeccién por
la presencia del LPS de las bacterias Gram negativas
pueden alterar la condicién del hueso en especial du-
rante la enfermedad periodontal, resultando en una des-
truccién patolégica del tejido 6seo.'® Estudios realiza-
dos in vivo e In vitro previamente han sugerido que la
produccién de PGE, en osteoblastos, estéa relacionada
en la induccién de la resorcién ésea a través de IL-1,
TNF-o y de la presencia de LPS." Tomando en conside-
racién este punto de vista, decidimos realizar un estu-
dio en el que se determind que el adicionar 1 ug/mL de
LPS al medio de cultivo de osteoblastos murinos culti-
vados in vitro, indujo la sobreproducciéon de RANKL y
de PGE, al mismo tiempo, deduciendo que la presencia
de LPS indujo la produccién de PGE, la cual sobrerre-
gulé la produccién de RANKL dando como consecuen-
cia la activacién osteocléstica y por lo tanto inducien-
do la resorcién 6sea.

La sobrerregulacion de PGE, puede estimular diferen-
tes vias de senalamiento, por ejemplo se ha sugerido
que el receptor denominado TLR4 (Toll-Like Receptor
4) fue identificado como mecanismo de transduccién de
sehalamiento para LPS, esta cascada de sefialamiento es
similar al de la interleucina 1 Rs (IL-1 Rs). Tanto TLR4 y IL-1
Rs utilizan un sefalamiento comun a través de la molécula
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MyD88 y del factor asociado a TRAF-6 (factor asociado al
receptor de TNF-6).'>'8 Macréfagos, linfocitos y células
del estroma/osteoblastos expresan TLR4, y producen PGE,
y citocinas pro-inflamatorias tales como TNF-o e IL-1 en
respuesta al LPS,'” considerando que estos procesos in-
flamatorios de alguna manera pueden estimular la osteo-
clastogénesis directa o indirectamente,'® induciendo la
sobrerregulacién del receptor activador del factor nuclear

Produccién de RANKL en cultivos de monocapas de osteoblastos
murinos del grupo control y estimulados con lipopolisacérido.
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Figuras 1y 2. Monocapas de cultivos de osteoblastos murinos fueron
estimulados con un lipopolisacarido de 1, a 72 horas, comparados con
osteoblastos no estimulados. El sobrenadante fue ensayado para RANKL
por medio de la prueba de ELISA. La figura A representa el control
(osteoblastos no estimulados) y la figura B el experimental (estimulado
con lipopolisacarido). Los resultados son expresados en promedio +
(SEM): (n = 10). La prueba de U Mann-Whitney fue utilizada para
detectar diferencias significativas.
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kappa B (RANK) y su ligando RANKL, los cuales son re-
guladores claves en la formacién y funcién del osteoclas-
to. El RANKL es expresado por osteoblastos y células del
estroma del hueso, induciendo la diferenciacion del os-
teoclasto a través de RANK.'®%° La osteoprotegerina (OPG)
que es secretada por los osteoblastos, actia como un
decodificador natural en la inhibicién del sistema de se-
fialamiento RANK-RANKL,?' la cual interrumpe el proce-

Produccién de PGE, en cultivos de monocapas de osteoblastos
murinos del grupo control y estimulados con lipopolisacérido.

600 PGE,(A)
400 - °
_ [ J °
E I
2 MO
°
°®
200 o,
0 T T T T T
1 8 24 48 72
horas
PGE,(B)
600 _ *k Kk k *kk
%
oo o0
—
400 o®
-
£
°®
e 3-0-.-. °
200 °
Be0 p
°®
O T T T T T
1 8 24 48 72
horas

**(p < 0.01) *** (p < 0.001) de PGE, en los osteoblastos estimulados con lipopolisacarido
comparados con los no estimulados.

Figuras 3 y 4. Monocapas de cultivos de osteoblastos murinos fueron
estimulados con un 1 ug/mL de lipopolisacdrido de 1, a 72 horas,
comparados con osteoblastos no estimulados. El sobrenadante fue ana-
lizado para PGE, por medio de la prueba de ELISA. La figura A repre-
senta el control (osteoblastos no estimulados) y la figura B el experi-
mental (estimulado con lipopolisacarido). Los resultados son expresa-
dos en promedio = (SEM): (n = 5). La prueba de U Mann-Whitney fue
utilizada para detectar diferencias significativas.
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so de resorcién 6sea. El RANKL es una proteina expresa-
da en varios tipos de células, particularmente osteoblas-
tos y linfocitos T,?? por lo tanto la sobrerregulacién de
PGE, incrementa la expresion de RANKL y reduce la ex-
presion de OPG??% un efecto que es mediado por IL-102* a
través de la produccién de PGE,, y no necesariamente por
la presencia de LPS, esto quiere decir que PGE, juega un
papel importante como supresor de la expresiéon de OPG
y no en la activacién de RANKL por la induccién osteo-
clastica por LPS. Aunque PGE, ha demostrado inducir la
expresiéon de mRNA en RANKL en los osteoblastos,®
Susawa et al.,?® reportaron que PGE, induce la expresién
de RANKL mediada a través del senalamiento del adeno-
sin monofosfato ciclico (AMPc), por lo tanto LPS induce
la expresion de RANKL por un mecanismo independiente
de la produccién de PGE,, por lo tanto LPS induce la pro-
duccién de RANKL a través de diferentes sefialamientos.?’

Conclusiones

La adicién de 1 w/mL de LPS a cultivos de osteoblastos
murinos induce la produccién de RANKL por diferentes
mecanismos incluyendo la PGE,.

El poder determinar los mecanismos por el cual el LPS
induce la resorcién 6sea en los procesos inflamatorios
crénicos, contribuye al desarrollo de un modelo inmuno-
biolégico futuro para contrarrestar la pérdida 6sea du-
rante diferentes tipos de enfermedades inflamatorias in-
cluyendo la enfermedad periodontal.
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