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Resumen

cleadas, tienen diferentes caracteristicas que

incluyen la expresion de la fosfatasa acida
resistente al tartrato {TRAP), receptor de calcitonina
{RCT) v |la capacidad de resorber hueso. Su origen no
se ha dilucidado plenamente, sin embargo hay eviden-
cias que sugieren que los osteoclastos proceden de la
fusidn de precursores mononucleares pertenecientes
al linaje monocito/macréfago. En este trabajo quisimos
evaluar si es la fusion per se la que promueve la activi-
dad de los osteoclastos o si se requiere activacion
previa de los precursores de osteoclastos con hormo-
nas osteoclastogénicas. Para responder esta pregunta
fusionamos artificialmente macréfagos de la linea
celular U937/A (humanos) o J774 (ratén) con polieti-
lenglicol (PEG) en un estado no confluente del cultivo.
Se evalud la capacidad de formacién de “TRAP positive
multinuclear cell’ (TPMNC) y su capacidad resortiva
sobre laminas de hueso bovino tanto en macréfagos
sin estimular como pre estimulados con hormona
paratircidea (PTH), 1a,25-(0OH):Ds, dexametasona,
RANKL o BMP2. Las resultados mostraren que al
fusionar macréfagos con PEG de ambas lineas se
aumento el nimero de células TRAP paositivas al igual
que su capacidad resortiva. Ademas la confluencia del
100% y la sincronizacién de las células en metafase y
Go aumentan la formacién de TPMNC. Respecto a
las hormonas, la PTH {(0.01uM) aumentd la capacidad

I os osteoclastos son células grandes multinu-

resortiva de las TPMNC, mientras que la 1a,25-
(OH).D», dexametasona, RANKL y BMP2 disminuyeron
dicha capacidad. Concluimos que la fusién de
macréfagos de las lineas celulares U937/A 0 J774 con
PEG induce la formacion de células multinucleadas
con actividad resortiva y en todos los experimentos se
demostré que es la fusion per se, mas no los estimulos
con hormonas osteoclastogénicas, excepto PTH, el
evento que lleva a la formacion de células con actividad
resortiva. (El articulo completo esta siendo sometido
para publicacion por la revista «<Bone» y consta de 15
figuras no presentadas aqui).

Palabras claves: Fusion de macrofagos, osteoclasto,
polietilenglicol, TRAP, resorcién dsea.

Introduccion

El hueso tiene un recambio constante como
resultado de la actividad de los osteoblastos y los
osteoclastos, en el cual los osteoclastos degradan la
matriz organica e inorganica del hueso y el proceso
es revertido por los osteoblastos en un proceso
fisiolégico llamado remodelamiento dseo (1).Se ha
demostrado que algunos factores como el RANKL vy
MCS-F secretados por las células estromales/osteo-
blastos estimulan la osteoclastogénesis (1). Estas dos
citoquinas son requeridas para inducir la expresién
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tanto de genes que tipifican el linaje osteoclasto como
de los genes que codifican para la fosfatasa acida
resistente al tartrato (fosfatasa acida resistenie al
tartrato) (TRAP), catepsina K (CATK), receptor de
calcitonina (CT) y la integrina B3 lo que lleva al desa-
rroflo de osteoclastos maduros (1, 2).Una vez las
células precursoras de los osteoclastos han proliferado
se lleva a cabo la fusion de dichas células (3). La fusién
celular es un eventc en el cual las membranas de las
células a fusionarse se acercan, entran en contacto y
tras mezclar los lipidos de sus bicapas forman un poro
de fusion el cual se expande y permite el contacto de
los citoplasmas (4, 5). Una hipétesis sugiere que los
macrofagos en respuesta a estimulos locales, expre-
san una maquinaria de fusidn proteica, la cual es
inducida inicialmente y reprimida cuando se completa
la fusion/multinucleacion. Se han descrito tres proteinas
involucradas en la fusidén de macréfagos: el receptor
de fusion de macrofagos (MFR) (7), CD47 y CD44 (9).

Se han identificado varias moléculas que intervie-
nen en la diferenciacién y activacion de los osteoclastos
{10) coma M-CFS (macrophague colony-stimulating
factor), RANKL (receptor activator nuclear factor kappa
B ligand), bone morphogenetic proteins (BMPs) las
cuaies son miembros de la superfamilia del factor de
crecimiento transformante {TGF-f); su efecto es
aumentar fa diferenciacién de los osteoclastos. Dentro
de las BMPs se encuentra la BMP2 la cual aumenta la
formacion de los osteoclastos a partir de macrdfagos
derivados de médula ésea (11). lgualmente, la PTH
(2,12, 13) yla 1¢,25-(0OH).Ds (14) tienen efectos sobre
el hueso tanto en la formacién como en la degradacion
de éste ya que ambas hormonas estimulan la expresion
de genes involucrados en la formacion 6sea en los
osteoblastos asi como también la expresion de RANKL,
citoquina que promueve la formacidn de osteoclastos.

Por su caracter de células mulftinucleadas, los
osteoclastos no se reproducen; esto hace que experi-
mentalmente sea dificil fener un cultivo primario de
estas células o una linea celular. Con los modelos
reportados en la literatura para obtencion de osteo-
clastos (2, 6, 11, 12, 15, 16, 17, 18) no se puede separar
el efecto que pueda tener la confluencia celular o el
estimulo con citoguinas y/o hormonas sobre la fusion
y formacion de células similares a osteoclasto. En
nuestro trabajo exploramos la hipdtesis que al fusionar
las células quimicamente con polietilenglicol (PEG) en
estado no confluente se podria aclarar si la fusién de
membranas induce la expresion genetica necesaria
para que la célula multinucleada fenga actividad osteo-
clastica o si se requiere de tratamiento previo con
factores osteoclastogénicos para que dicha actividad
se presente. Hasta ahora no se ha utilizado el PEG
con el fin de analizar la actividad resortiva después de
fusionar macrofagos, siendo este el primer reporte. Ef
mecanismo exacto de la fusidn inducida por PEG
(HO(CH:.CH:0)nCH-CH-0OH) no est& claro pero se

piensa que, por sus caracteristicas hidrofilicas, ocupa
el espacio de «agua libres ilevando a la aglutinacion
de las células (19) favoreciendo la fusion de éstas.
Con base en lo anterior, el objelivo de esta investiga-
cion fue deferminar si la fusion de macréfagos con
polietifenglicol (PEG) induce actividad resortiva o
requiere aclivacion previa con sustancias osteoclasto-
génicas cormo PTH, 1e,25-(0H):Ds, RANKL o BMP2.

Materiales y métodos

Cultivos celulares: En los experimentos se
utilizaron macrofagos de dos lineas celulares U937/A
(humanos) y J774 {ratén} los cuales se mantuvieron
en cultivo RPMI (LIFE) suplementado con suero fetal
bovino (Biowhitakker) al 10% (v/v) en incubadora a 37
(C y atmosfera 5% de CO2.

Histoquimica: Para determinar la morfologia de
las células multinucleadas y compararla con las mono-
nucleadas las células se fijaron en paraformaldehido
(Carlo Erba Reagenti} al 4 % en PBS durante 40 minutos
a 4 (C y se colorearon con hematoxilina de Mayer
durante cinco minutos, tras dos lavados con PBS se
contra-colorearon con eosina durante 30 segundos.

Fusion celular: Las células en estado no confluen-
te se desprendieron con PBS-EDTA y se centrifugaron,
al sobrenadante se le colocod 50 ulL de polietilenglicol
(se evaluaron diferentes pesos moleculares: 1450, 3000,
6000 y 8000) y tras diferentes tiempos (3, 5,10, 12y 15
min.) se lavaron tas células, se centrifugaron, se resus-
pendio el botén muy suavemente y se sembraron sobre
laminilias de vidrio o sobre laminas de huese cortical
bovine.

Evaluacibn de la actividad de osteoclasto: Las
células después de fusionadas se fijaron y se evalué
la actividad de la fosfatasa acida resistente al tartrato
(TRAP) vy las celulas sembradas sobre hueso se
colorearon para TRAP, se contaron, se desprendieron
y el hueso se colored con hematoxilina y azul de
commassie, luego se procedio a contar las lagunas
de resorcion en microscopio éptico (40X).

Una vez se determind cual PEG era el mas
eficiente, el tiempo de fusion y la estabilidad postfusién
se realizaron experimentos con hormonas osteoclasto-
génicas como PTH (0.025 uM, 0.05 uM, 0.01 uM)
10,25-(0OH)2D2 (0.025 uM, 0.05 uM, 0.01 uM), RANKL
(10 ng,/mL, 20 ng,/mL, 40 ng,/mL, 80 ng,/mL), BMP2
(10 ng,/mL, 20 ng,/mL, 50 ng,/mL, 100 ng,/mL} y
dexametasona (0.025 uM, 0.05 uM, 0.01 uM).

Andlisis Estadistico: Los datos fueron expresa-
dos como la media + el error promedic de la media de
fres experimentos independientes para cada condicién
experimental. Las diferencias entre grupos se anali-
zaron por el método de Duncan y para determinar si el
numero de células multinucleadas TRAP positivas
tenia relacion las demas variables (tiempo y peso
molecular del PEG) se realizé un analisis de medidas
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repetidas con el procedimiento GLM de SAS. El nivel
de significancia usado fue de 95% (alpha =0.05).

Resultados

Al fusionar las células con PEG se observaron
células multinucleadas, las cuales expresan la enzima
TRAP desde las 2 horas post fusion y su actividad fue
estable hasta por 5 dias, tiempo que durd la obser-
vacién. Esto indica que la fusién de macréfagos con
PEG esta induciendo la actividad de la enzima TRAP
y parece ser especifica de este linaje celular ya que al
fusionar osteoblastos no se obtuvieron células multinu-
cleadas TRAP positivas.

Figura 1A B
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FIGURA 1. A. Cglulas sin fusionar U937/A TRAP negativas,
(control negativo), contra coloreadas con Hematoxilina (Objetivo
40x). B. Células U937/A fusionadas con PEG 6000 durante 12
min, multinucleadas TRAP positivas y contra-coloreadas con
hematoxilina (Objetivo 40x). C. Control del hueso cortical bovino
sin células (Quanta 200 Phillips FEI Electron Microscope 600x
magnification). D. Hueso cortical bovino sobre el cual se
cultivaron células U937/A fusionadas, se observan las lagunas
de resorcién sefaladas con flechas (Quanta 200 Phillips FEI
Electron Microcope 600x magnification).

Se evaluaron diferentes pesos moleculares del
PEG y diferentes tiempos de exposicion de las células
encontrando que el PEG con peso molecular de 6000
y 12 minutos fue el que indujo la mayor formacién de
células multinucleadas TRAP positivas en la linea
U937/A. Para la linea J774 el PEG que indujo mayor
eficiencia de la fusién fue el de 3000 y 6 minutos, los
demas pesos moleculares presentaron baja eficiencia
de la fusién y gran desviacién promedio.

Al comparar el efecto de la fusién, cuando se en-
cuentra diferente ndmero de células en el cultivo
(confluencia) encontramos que no hubo diferencias
significativas (prueba de Duncan) en las confluencias
entre el 20-80%, mientras que para el 100% el nimero
de células multinucleadas TRAP positivas aumenté
casi 6 veces. Como control del experimento se utiliza-
ron células al 100% de confluencia pero sin fusionar,
esto con el objeto de cuantificar la fusién espontanea
debido a la confluencia celular alta. En este caso, se
observé la formacién de un nimero muy bajo de células
multinucleadas TRAP positivas fusionados con PEG.
Este resultado sugiere que entre el 20% y 80% de
confluencia la expresién de las moléculas fusionadoras
no varia en la membrana citoplasmatica, mientras que
al llegar al 100% de confluencia es posible que se
aumente la expresion de estas moléculas promoviendo
un aumento en la fusién celular o la expresién de otras
proteinas. Para evaluar si el efecto de la confluencia
sobre la formacion de células multinucleadas TRAP
positivas esta influenciado por la sincronizacion del
ciclo celular, como consecuencia de la confluencia, el
cultivo no confluente se sincronizé con colchicina, la
cual detiene las células en metafase {mitosis) y luego
se realizé la fusidn. Encontramos un aumento en el
numero de células multinucleadas TRAP positivas
fusionadas con PEG tanto en el control (sin PEG) como
en las células fusionadas tratadas con colchicina. La
colchicina aumentd el numero de multinucieadas TRAP
positivas cuando se coloco en el cultivo 1,2, 4,8 y 24
horas y este niamero disminuyé a las 48 horas. Estos
resultados mostraron que al sincrenizar las células en
metafase, fusionadas o no, se aumento el nimero de
células multinucleadas TRAP positivas. Esto sugiere
que la sincronizacion facilita de alguna manera la fusion
celular, probable- mente por la expresién simultanea
de moléculas implicadas en la fusion de membranas.
Igualmente, podria inducir la expresidn de genes que
caracterizan al osteoclasto como la enzima TRAP a
juzgar por las diferencias entre el control y la fusion
para cada uno de los tiempos. La fraccion de células
muertas fue mas alta en las células tratadas con colchi-
cina y fusionadas con PEG respecto al control y fusion
sin colchicina. Esto puede explicarse porque la mortali-
dad es reflejo del nimero de células fusionadas no
sincronizadas o en estas condiciones el PEG es toxico
para un porcentaje de células.

Al sembrar células U937/A fusionadas con PEG,
sobre laminas de hueso, se encontré que el area total
de resorcién aumenté cuando se sembraron células
fusionadas respecto al control {células no fusionadas).
Al discriminar los resultados por tamafio del area de
resorcion en la laguna de resorcion, se observo que el
area correspondiente a lagunas pequeiias y medianas
no muestra diferencias en los cinco dias que duré el
cultivo, mientras que hubo un aumento durante los
cinco dias para las lagunas denominadas grandes. Los
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resultados fueron similares para la linea de macréfagos
J774, mientras que para fibroblastos fusionados con
PEG se observé una actividad resortiva 10 veces mas
baja que las U937/A o J774 fusionadas.

Para determinar si PTH, 1{,25(OH)2D3 y dexame-
tasona tenian algin efecto sobre la formacion de
células multinucleadas TRAP positivas fusionadas con
PEG y sobre la capacidad resortiva de éstas, se estimu-
laron macrdfagos U937/A durante 4 dias con estas
hormonas. El nimero de células multinucleadas TRAP
positivas fue mayor cuando se fusionaban con PEG
respecto a sus respectivos controles aun cuando se
estimularon con PTH y 1(,25-(0H)2D3 (figura 2). Es

posible que la accion del PEG en estas células pre
estimuladas potencia la expresion de genes fusiona-
dores y del gen de la enzima TRAP lo que lHevaria a
mayor numerc de células multinucleadas TRAP
positivas y mayor capacidad resortiva, En el caso de
la dexametasona no se observé este efecto a ninguna
de las concentraciones usadas, es posible que 4 dias
de estimulo no sean suficientes para inducir un
aumento en la capacidad resortiva de éstas células
humanas ya que al parecer el efecto de los glucocor-
ticoides depende de la especie, del tipo de células y
del tiempo de exposicién a estas hormonas.
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FIGURA 2. Capacidad resortiva de células U337/A pre estimuladas por 4 dias con PTH, 1¢,25(0H).D: y dexametasona. Las
células se fusionaron con PEG 6000 por 12 min, se sembraron sobre ldminas de hueso cortical boving, se desprendieron y se
cuantificé el area total de resorcion. Los valores corresponden a la media = SD. *P<0.05 Vs. control.

Ya que las citoquinas RANKL y BMP2 estan involu-
cradas en la osteoclastogénesis se estimularon
macréfagos U937/A durante 4 dias con RANKL y BMP2Z,
como control se utilizaron células pre estimuladas pero
sin fusionar. El RANKL y la BMP2 disminuyeron la
formacion de células multinucleadas TRAP positivas
fusionadas con PEG al compararlas con las células sin
tratar (en todas las concentraciones usadas de RANKL
0 BMP2). Hubo una disminucion del drea de resorciéon
de las células pre estimuladas con RANKL o BMP2 y
fusionadas con PEG al compararlas con las células
fusionadas vy sin estimular con RANKL, tampoco hubo
diferencias al comparar entre las dosis de RANKL o
BMP2 aplicado, excepto para la dosis mas baja. Segun
nuestros resultados, es posible que in vivo o en co-
cultivos esta citoquina tenga un efecto sinérgico con
otras moléculas y su efecto individual, como se evaluo

en este experimento, no sea significativo. Un comporta-
miento similar se encontrd para la BMP2. En este caso
ninguna concentracion aumentd el numero de células
multinucleadas TRAP paositivas, ni la actividad resortiva
de las células fusionadas con PEG respecto al control.
Se ha reportado que los macréfagos de la linea J774
(20) expresan la proteina BMP2 pero no se conoce su
funcion. Para nosotros fue una sorpresa que ni RANKL
ni BMP2 mostrasen efecto osteoclastogénico, sin
embargo, llama la atencién que haya un efecto inhibitorio
proporcional a la dosis usada. Este mismo experimento
indica que las células fusionadas con PEG presentan
una clara diferencia significativa respecto a las fusiona-
das y pretratadas con las citoquinas. Esto sugiere que la
fusion per se induce la actividad resortiva de los macro-
fagos y que dicha actividad es inhibida cuando se tratan
las células con las citoquinas. Contrario a lo publicado
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para los co-cuitivos, la actividad de dichas citoquinas
en esta linea celular fue negativa y no es por inactivacion
durante la preparacion o el almacenamiento, ya que de
ser asi la actividad resorliva deberia serigual a las células
fusionadas con PEG sin recibir ningln tratamiento.

Evaluamos si al tratar las células con acido alen-
drénico (bisfosfonato) se disminuia el porcentaje de
fusion yfo la resorcién. Encontramos que en laminilla
el acido alendrénico disminuy6 la capacidad de formar
células multinucleadas TRAP positivas fusionados con
PEG y aumentd la mortalidad respecto a las no fusio-
nadas pero con tratamiento. En cambio sobre hueso,
el nimero de células multinucleadas TRAP positivas
no camkio al comparar las células tratadas con acido
alendrénico fusionados con PEG respecto a las
fusionadas sin tratamiento. Al evaluar la capacidad
resortiva de las células se observo una disminucion
del area de resorcion para las células pre tratadas con
acido alendrénico y fusionadas con PEG respecto a la
resorcion efectuada por las células fusionadas sin
acido alendrénico.,

En conclusién, la fusién con PEG es estable en
los macréfagos tanto de la linea celular U937/A como
J774 (5 y 10 dias respectivamente) y este evento
induce la actividad de la enzima TRAP. Se observo
que células procedentes de otros linajes tienen
capacidad de expresar la enzima TRAP y de realizar
resorcion. Sin embargo, los macréfagos de la linea
U937/A realizan la mayor actividad resortiva respecto
a las lineas J774 y respecto a cultivos primarios de
fibroblastos. Nuestros resultados muestran que la
fusién con PEG aumenta significativamente la actividad
osteoclastogenesia respecto a la fusion espontanea,
inducida por alta confluencia, a la pre-estimulacién con
PTH, 1a,25-(OH):Ds, dexametasona, RANKL o BMP2.
De igual forma eventos como la sincronizacién de las
células en cultivo, en metafase aumenta la formacion
de células multinucleadas TRAP positivas sin afectar
la proporcion de células multinucleadas muertas. Con
los resultados mostrados en este trabajo aportamos
evidencia que la fusién per se induce la actividad simitar
a osteoclasto. Adicionalmente nuestro trabajo permite
la obtencion de un meétodo relativamente sencillo,
respecto a lo reportado (23), de obtener células
multinucleadas con la posibilidad de ser utilizadas para
estudiar la bioguimica de la resorcién ¢ [a actividad
farmacolégica relacionada con la resorcién Gsea.
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