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Resumen

Efectos de flavonoides sobre la osteogénesis humana in vitro

La osteoporosis postmenopausica es la enfermedad ésea mas comun, con alto
impacto en la salud publica. Sin embargo, los farmacos empleados para el
tratamiento de la osteoporosis tienen efectos adversos, por lo cual deben
desarrollarse medicamentos mas eficaces y seguros. Un subgrupo de
fitoestrogenos, los flavonoides, son candidatos para tratar la osteoporosis humana
porque estimulan la osteogénesis y no tienen efectos adversos. Aqui evaluamos el
potencial osteogénico de la isoorientina (ISO), una C-glucosil flavona, sobre
cultivos primarios de osteoblastos humanos. La adicidon de ISO al medio de cultivo
osteogeénico (MO-ISO) increment6 20 veces la actividad de fosfatasa alcalina de
los osteoblastos en comparacién con el medio basal (MB) y no tuvo diferencias
significativas con el control positivo de acido retinoico adicionado al medio
osteogénico (MO-AR). La tincidén con rojo picrosirio y el analisis por RT-PCR
revelaron un incremento en la expresién de colagena tipo 1 de los osteoblastos en
MO-ISO respecto a los expuestos a MO. La microscopia electrénica de barrido
detectd mayor densidad celular y matriz extracelular mas abundante en los
cultivos en MO-ISO que en los expuestos a MO. La cuantificacion de calcio no
mostré diferencias significativas entre los tratamientos. En resumen, 1ISO aumenta
la expresion de marcadores osteogénicos en osteoblastos humanos por lo cual es

un buen candidato para desarrollar nuevos tratamientos contra la osteoporosis.

Palabras clave: Isoorientina, osteoporosis, fosfatasa alcalina, colagena.



Abstract

Effects of flavonoids on in vitro human osteogenesis

Postmenopausal osteoporosis is the most common bone disease, with high impact
on public health. However, the deleterious side effects of medical treatments for
osteoporosis make it necessary the development of more effective and safer
drugs. A subgroup of phytoestrogens the flavonoids, are candidates for treating
human osteoporosis since them stimulate osteogénesis and do not generate
adverse side effects on other tissues. Here we evaluated the osteogenic potential
of isoorientin (1ISO), a C-glycosyl flavone, in primary cultures of human osteoblasts.
Alkaline phosphatase activity increased by 20 fold in the presence of ISO added to
osteogenic medium (MO-ISO) compared to the negative control (basal medium;
MB), and did not have significant differences against the positive control
(osteogenic medium supplemented with retinoic acid; MO-AR). ISO increased the
expression of collagen type 1 respect to the MO control as evaluated by picrosirius
red staining and RT-PCR analysis. By scanning electron microscopy we detected
higher cell density and increased extracellular matrix in the ISO treated cells than
in the MO control. Calcium quantification did not reveal significant differences
between the treatments. In summary, ISO increases the expression of several
osteogenic markers in primary human osteoblasts; thus ISO is a good candidate

for the development of new antiosteoporotic medicines.

KEYWORDS: Isoorientin, osteoporosis, alkaline phosphatase, collagen
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Introduccion

El hueso en un 6rgano vascular mineralizado que sirve como reservorio de
minerales, resguarda la médula ésea y sirve de anclaje a los musculos [1]. Esta
formado por una matriz celular y una fase mineral analoga a la hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH),] [2]. La matriz 6sea necesita remodelarse continuamente para
mantener la homeostasis del calcio y su integridad estructural [3,4].

La disminucién en la formacion de hueso y el aumento de su resorcion es mas
prominente en las mujeres que en los hombres y comienza 2 a 3 ainos antes de la
menopausia, con una pérdida de masa 6sea de 0.3 a 0.5% cada afio [5]. Esto se
debe a una disminucion en la produccion de estrégeno en los ovarios [3] y provoca
que las mujeres postmenopausicas tengan mayor riesgo de padecer osteoporosis
conforme envejecen, con el subsecuente aumento en el indice de fracturas y
disminucioén en la calidad de vida [6].

En México el 17.4% de la poblacién es mayor de 50 afios, se espera que para
el 2050 la proporcion llegue a 37%. Las mujeres de este grupo poblacional
presentan cifras alarmantes de osteoporosis: 17% en la columna lumbar y 16% en
la cadera [7]. Las mujeres tienen una probabilidad de 8.5% de sufrir una fractura
de cadera a lo largo de su vida, mientras que los hombres solo tienen un riesgo de
3.8% [8]. Sin embargo los datos estadisticos pueden ser inferiores a las cifras
reales, debido a la escasez de equipos de densitometria dual disponibles en el
sector publico para el diagndstico de osteoporosis [7]. En México el costo del
tratamiento de fracturas de cadera asociadas a la osteoporosis genera gastos de

97 millones de dolares al afio [9]. Por lo anterior, la busqueda de soluciones para



este padecimiento es importante para la salud publica nacional.

Los tratamientos que actualmente se usan en México para tratar la
osteoporosis son: los bifosfonados, el ranelato de estroncio, el raloxifeno, la
terapia de reemplazo hormonal con estrégenos, el denosumab y el teriparatide
[10]. Cada uno tiene sus efectos adversos y se prescriben segun la localizacion de
la osteoporosis.

El efecto de la terapia de reemplazo hormonal con estrégenos en los
osteoblastos humanos no es del todo clara; sin embargo, se ha visto que
disminuye la diferenciacion de los osteoclastos, estimula la translocacion de -
catenina, activa la via Wnt [11,12], como efecto adverso incrementa el riesgo de
cancer mamario [13]. Los bifosfonados tienen dos mecanismos de accién segun
su tipo: un grupo interfiere con GTPasas en los osteoclastos y el otro se convierte
en analogos de ATP no hidrolizables. El uso prolongado de los bifosfonados se
asocia a osteonecrosis de mandibula y fracturas atipicas en fémur [14]. El ranelato
de estroncio tiene la capacidad de sustituir al calcio en el hueso y disminuir la
cantidad de osteoclastos, en cambio el raloxifeno es un agonista selectivo de los
receptores de estrégenos. Ambos compuestos aumentan la presentacion de
eventos tromboembdlicos [14].

El denosumab (anticuerpo monoclonal contra el ligando del receptor activador
del factor nuclear-k3; RANKL) y la teriparatida (analogo de la hormona
paratiroidea) no presentan efectos adversos, sin embargo el costo de estos
tratamientos hace que no se usen de manera cotidiana para tratar la osteoporosis.

Entre los candidatos para desarrollar nuevos medicamentos con menos

efectos adversos se encuentran los fitoestrégenos, presentes en plantas. Estos
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compuestos se utilizan en la medicina tradicional para tratar la osteoporosis [14].
No obstante, la utilidad de los fitoestrogenos en la prevencién de fracturas no es
del todo clara, debido a las limitaciones en los estudios en que se han usado [15] ¥
se necesita mas investigacion para determinar si son efectivos en el tratamiento
de la osteoporosis.

Dentro de los fitoestrégenos se encuentran los flavonoides, un grupo amplio
de fenoles que aumentan la masa 6sea en animales, con efectos adicionales
antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerosos, antimicrobianos, y
cardiovasculares [16,17]. Los flavonoides abarcan a las flavonas, flavonoles,
flavanoles, flavanonas, flavanololes chalconas e isoflavonas [18]. Estan formados
por tres anillos (A-C); las sustituciones quimicas en el anillo C generan las
diferencias entre las clases de flavonoides, mientras que las diferencias entre los
compuestos de una misma clase radican en las sustituciones de los anillos Ay B

[19].

La isoorientina (ISO) utilizada en este estudio, es una C-glucosil flavona [20].
Se encuentra en plantas de los géneros Rumex, Swertia, Vitex y Gentiana; en
especies como Phyllostachys pubescens, Crataegus monogyna, Crataegus

pentagyna, Patrinia villosa, Drosophyllum lusitanicum, Fagopyrum esculentum y



Arum palaestinum [21,22].

ISO, al igual que otros flavonoides, ejerce efectos pleoitrépicos. Es un
neuroprotector en células de microglia en ratones al prevenir oxidacion [23],
revierte la resistencia a insulina en adipocitos humanos [24], tiene propiedades
analgésicas en roedores [21] y causa apoptosis en células humanas de
hepatoblastoma [22]. Se ha propuesto que ISO afecta la fosforilacion de la via de
la insulina [24], la via de apoptosis mitocondrial [22] y la activacion de cinasas
relacionadas a ROS [23].

En este trabajo nos propusimos determinar el potencial antiosteoporético de
ISO. Observamos el efecto de ISO sobre la concentracion de calcio, la formacion
de matriz extracelular y expresion de marcadores de diferenciacion ésea [11,16]
como colagena tipo 1, fosfatasa alcalina y RUNX2 [25,26].

El gen RUNX2 que codifica RUNX2 es un factor de transcripcion esencial para
la diferenciacién de células mesenquimales en osteoblastos. Ademas, interacciona
con el receptor de estrégenos a en los osteoblastos y regula la expresion de
colagena tipo 1, fosfatasa alcalina y osteopontina [27].

La colagena tipo 1y la fosfatasa alcalina son necesarias para producir la
matriz 6sea [28]. La colagena tipo 1 es la proteina mas abundante en la matriz
extracelular ésea. La fosfatasa alcalina es una enzima que contribuye a
mineralizar la colagena al proveer fosfatos. La actividad de fosfatasa alcalina
cambia durante la diferenciacién dsea, esta ausente en los precursores
mesenquimales y se incrementa durante la diferenciacion del osteoblasto y

alcanza su pico de actividad al inicio de la mineralizacion [29].



Materiales y metodos

Cultivo celular

Los osteoblastos humanos provinieron de cultivos establecidos a partir de una
biopsia femoral de una paciente de 49 anos de edad (Goémez-Espinoza, Salazar-
Olivo, resultados no publicados), donada por el Dr. Eduardo Alvarez Lozano, de la
Fac. de Medicina, Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn. Las células se cultivaron
en medio L15 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (HyClone) y
antibiéticos (penicilina 80 U/ml y estreptomicina 80 ug/ml) (Medio basal; MB) [24].
ISO se obtuvo de Chromadex, (95.7% de pureza), el B glicerofosfato, la
dexametasona, el acido ascérbico y el acido retinoico (AR; 98% de pureza)
provinieron de Sigma-Aldrich.
Ensayo de viabilidad celular

Los osteoblastos humanos se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos a
una densidad de 1 x 10* células/pozo en MB. Después de 2 dias, los cultivos se
realimentaron con MB suplementado con ISO en concentraciones crecientes. Las
células se incubaron en una atmaosfera humidificada a 37 °C, con cambio de medio
cada dos dias. La viabilidad celular se evalué mediante recuentos en hematimetro.
Analisis de marcadores osteogénicos

Los osteoblastos humanos se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos a
una densidad de 1 x 10* células/pozo con MB. Los cultivos confluentes se
diferenciaron con medio osteogénico (MO; medio basal con dexametasona 10 nM,
acido ascorbico 50 ug/ml y B-glicerofosfato 10 mM) [30], suplementado con

distintas concentraciones de ISO. Cultivos en MB se usaron como control



negativo, en tanto que cultivos en MO adicionado con AR 1uM (MO-AR) se
utilizaron como control positivo de osteogénesis [31]. Se evalud la actividad de
fosfatasa alcalina por tincion y colorimetria. La concentracién de calcio se
cuantificd por colorimetria en los distintos tratamientos.

La fijacion de las células y la tincién de fosfatasa alcalina se realizaron con el
Kit Leukocyte Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich; 85L2) segun las instrucciones
del fabricante. Para extraer y cuantificar la proteina total en las muestras, las
células se incubaron por 15 min con amortiguador de extraccion (Tris/HCI 50 mM
con Tritén X-100 al 1%, PH 7.5) [32], los remanentes celulares se desprendieron
con espatula de goma y la suspension resultante se sonicé en hielo [33]. La
proteina total se cuantific6 mediante el método de Bradford [34]. La actividad de
fosfatasa alcalina se calcul6 con las absorbancias registradas con el multidetector
Beckman Coulter DTX 800 a 410 nm [35]. Las muestras se incubaron en placas de
96 pozos a 37°C en oscuridad durante 3 h con 20 ug de proteina total por pozo y
90 ul de p-nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich N 7653).

La concentracion de calcio se cuantificd con las absorbancias a 575 nm y una
curva de calibracién de calcio. Las placas de 96 pozos se cargaron con 60 ug de
proteina total/pozo, HCL 10 mN, agua destilada, solucién A (0.75% p/v de cloruro
de amonio en solucién de amoniaco) y solucion de cresoftaleina (Sigma-Aldrich)
segun el método descrito por Pollard [36] en un volumen final de 200 pl.
Deteccion de colagena por tincion con Rojo Picrosirio

Los osteoblastos humanos se sembraron a densidad de 1 x 10* células/pozo
en una placa de cultivo 24 pozos y se mantuvieron por una semana en

condiciones basales. Una vez en confluencia, el MB se conservé en dos pozos y
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los pozos restantes se mantuvieron en las siguientes condiciones por duplicado:
MO, MO-ISO 5 pM (MO-ISO) y MO-AR. El medio se cambié cada dos dias durante
3 semanas. Las células se fijaron con formaldehido al 3.7% en PBS (tampdn
fosfato salino) [29] por 1 h a 4°C, se lavaron en agua y se dejaron secar. La
colagena en las muestras se detecté mediante la tincién con rojo picrosirio del kit
de Polysciences Inc. de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Microscopia electrénica de barrido

Los osteoblastos humanos se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio de 13
mm de didametro con indculos de 4 x 10* células. Una vez confluentes se
mantuvieron por 3 semanas en MB, MO, MO-ISO y MO-AR. Al término del
experimento las células se fijaron con glutaraldehido al 2% en PBS, pH 7.4 [12],
durante 4 h a temperatura ambiente. Las micrografias se tomaron con un
microscopio electronico de barrido ambiental ESEM FEI-QUANTA 200.
Andlisis de expresion de genes involucrados en osteogénesis

Cultivos de osteoblastos humanos mantenidos en MB, MO, MO-ISO o MO-AR
se lisaron con TRIzol (Sigma). EI RNA total se aislo de acuerdo al protocolo del
fabricante y se cuantificd por espectrometria a O.D. 260 nm. Para eliminar el DNA
gendmico, las muestras se incubaron con DNAsa | (Sigma-Aldrich). Obtuvimos la
expresion de genes involucrados en diferenciacion 6sea mediante
retrotranscripcion del RNA total con la transcriptasa reversa M-MLV RT (Promega)
segun las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR se visualizaron en
geles de agarosa. Se usaron oligonucleétidos especificos para COL1A1 (colagena
tipo 1), RUNX2 (Factor 2 de transcripcion relacionado a Runt) y ALPL (fosfatasa

alcalina). GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa humana) se usé como
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gen constitutivo [37]. Las intensidades relativas de las bandas se cuantificaron con
el programa Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad).
Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + SEM (error estandar de la media) de
dos experimentos por duplicado. Los resultados se evaluaron por ANOVA de dos
vias y prueba de Tukey para comparaciones multiples. Los valores de P < 0.005

se consideraron estadisticamente significativos.



Resultados

Determinacion de concentraciones no toxicas de ISO para osteoblastos
humanos en cultivo

Para evaluar el potencial osteogénico de ISO primero determinamos las
concentraciones no téxicas del compuesto para osteoblastos humanos. Las
células expuestas a ISO en concentraciones de 1 a 50 uM no mostraron
diferencias estadisticamente significativas de proliferacion respecto a las células
en MB. Solo ISO 100 pM disminuyd el crecimiento celular en un 15% (Fig.1). Para

los ensayos subsecuentes utilizamos ISO a concentraciones de 1, 5y 50 uM.

ISO aumenta la actividad de fosfatasa alcalina, pero no la concentracion de
calcio en osteoblastos humanos

Para establecer si ISO estimula la osteogénesis, evaluamos sus efectos sobre la
actividad de fosfatasa alcalina y la concentracion de calcio en osteoblastos
humanos. La actividad de fosfatasa alcalina se aprecié de manera cualitativa
mediante tincidn. Los osteoblastos con actividad enzimatica adquirieron un tinte
azul. Comparamos el periodo con mayor intensidad de tincion (semana 3; Figs.
2D, 2F, 2H, 2J), contra el de menor intensidad (semana 1; Figs. 2C, 2E, 2G, 2I).
Las células en MB no tuvieron tinte azul durante el ensayo (Figs. 2A-B). Los
osteoblastos humanos exhibieron mayor actividad enzimatica en MO-ISO 1y 5 yM
(Figs. 2F y 2H). Esta ultima concentracion generé actividad enzimatica en las
células desde la primera semana de tratamiento (Fig. 2G). La actividad enzimatica

de las células en MO-ISO 50 uM (Fig. 2J) fue menor que la de osteoblastos en
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MO-ISO 1y 5 uM (Figs. 2F y 2H). Las células en MO-AR (Fig. 2D) mostraron
mayor actividad de fosfatasa alcalina que las cultivadas en MB (Fig. 2B) durante la
tercera semana de tratamiento.

Para corroborar los resultados previos cuantificamos la actividad de fosfatasa
por colorimetria. Dado que los osteoblastos en MB incrementaron su actividad
enzimatica durante la cuarta semana de tratamiento (sin significancia con el resto
de semanas de la misma condicién), los resultados con mayor significancia
estadistica ocurrieron en la tercera semana del experimento. Las células en MO-
ISO 1 uM aumentaron su actividad 5.4 veces en la cuarta semana en comparacion
al control en MB (Fig. 3). En cambio, MO-ISO 5 uM aument? la actividad
enzimatica de los osteoblastos humanos en 20.2 veces y 6.4 veces
respectivamente durante la tercera y cuarta semana (Fig. 3). Las células
expuestas a MO-AR incrementaron su actividad 15.1 veces durante la tercera
semana y 4.8 veces durante la cuarta semana (Fig. 3). Estos resultados indican
que ISO produce mayor actividad de fosfatasa alcalina durante la tercera y cuarta
semanas de tratamiento.

Debido a que el calcio se deposita en la matriz extracelular durante la
diferenciacion de los osteoblastos, cuantificamos su concentracion en cultivos
expuestos a distintos tratamientos. Las concentraciones de calcio en osteoblastos
durante las cuatro semanas tanto en MB como en MO con distintas
concentraciones de ISO no tuvieron diferencias significativas (Fig. 4). Los
osteoblastos humanos en MO-AR incrementaron 1.9 veces su concentracion de

calcio en relacion al MB durante la tercera semana (Fig. 4). Apreciamos un
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descenso en la cantidad de calcio en todas las células durante la segunda

semana, sin importar su condicién (Fig.4).

ISO aumenta la matriz extracelular en osteoblastos humanos

Para evaluar el efecto de ISO sobre la morfologia celular y la formacién de
matriz extracelular, observamos a las células mediante microscopia electronica de
barrido. EI MB indujo multiples prolongaciones citoplasmicas y mayor espacio
intercelular en los osteoblastos humanos (Fig. 5A). Los osteoblastos en los otros
tratamientos adquirieron abundante matriz extracelular, multiples vesiculas
alrededor de las células y poco espacio intercelular (Figs. 5B-D). Los osteoblastos
en MO-ISO (Fig. 5D) presentaron mas vesiculas y matriz extracelular que en MO
(Fig. 5C). Las células en MO-AR (Fig. 5B) exhibieron apariencia fusiforme y
entrecruzada entre las células, con menos vesiculas que los osteoblastos en MO-
ISO 0 en MO (Figs. 5C-D). No pudimos determinar la composicion de las vesiculas
en la matriz extracelular por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X,
debido a las interferencias que causo el vidrio sobre el que se cultivaron las

células.

ISO induce acumulacion de colagena en la matriz extracelular de los
osteoblastos humanos

Para comparar la presencia de depdsitos de colagena, tefimos con rojo
picrosirio la matriz extracelular de osteoblastos humanos cultivados en distintas
condiciones. Las células en MB no tuvieron depdsitos de colagena durante la

primera semana de cultivo (Fig. 6A). Todos los cultivos adquirieron depdsitos de
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colagena extracelular en la tercera semana de cultivo sin importar el tratamiento
(Fig.6B-E). La matriz extracelular de los osteoblastos humanos en MO-ISO tuvo la
tincion mas intensa, con tonalidades predominantemente amarillas que indican la
presencia de colagena tipo 1 (Fig. 6D). La matriz de los cultivos en MO (Fig. 6C)
adquirié un tono amarillo mas intenso que el de osteoblastos en MB (Fig. 6B), pero
mas tenue que el de células en MO-ISO (fig. 6D). Los osteoblastos humanos en
MO-AR tuvieron depdsitos de colagena con distribucion irregular y coloracion roja

debido a presencia de colagenas adicionales a colagena 1 (Fig. 6E).

ISO aumenta la expresién de COL1AL, pero no de RUNX2 ni ALPL.

Para intentar comprender los mecanismos moleculares por los que ISO
estimula la osteogénesis, evaluamos la expresion de genes que codifican
proteinas involucradas en la diferenciacion del osteoblasto: RUNX2 (Factor 2 de
transcripcion relacionado a Runt); ALPL (fosfatasa alcalina) y COL1A1 (colagena
tipo 1). GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa humana) fue el gen
constitutivo en el estudio. Los oligonucle6tidos usados en este trabajo se
presentan en la Tabla 1.

La expresion de ALPL y RUNX2 fue similar en las células expuestas a MO,
MO-ISO y MO-AR, en tanto que las células en MB no expresaron ninguno de los
dos marcadores después de 3 semanas de cultivo (Fig. 7A). Los osteoblastos en
todas las condiciones expresaron COL1A1, pero la intensidad relativa de banda

fue mayor en cultivos expuestos a MO-ISO y MO-AR (Fig. 7B).
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Discusion

ISO es una C-glucosil flavona con actividad antioxidante que inhibe la 15-
lipooxigenasa y la xantina oxidasa [38]. Ademas previene la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad [39] y estimula la transcripcidn de genes
involucrados en la via de sefalizacion de insulina (IR, IRS1, IRS2, PI3K, entre
otros) [24]. Es posible que tenga otros efectos, como induccion de osteogénesis,
dado que su analogo no glucosilado favorece la formacion de depdsitos de calcio
en células Saos2 [40].

Observamos disminucién en el numero de osteoblastos humanos expuestos a
concentraciones altas de ISO durante el ensayo de viabilidad celular, lo que
concuerda con datos presentados en otro estudio [24]. Los efectos de ISO son
heterogéneos en diferentes estirpes celulares y la concentracion para su estudio
varia segun el modelo usado [22]. No hay evidencia de que ISO altere la viabilidad
celular en concentraciones menores de 20 uM en lineas celulares no derivadas de
tumores [22—-24].

El MO-ISO 1 y 5 uM aumento significativamente la actividad de fosfatasa
alcalina en los osteoblastos humanos: no obstante, las células en MO-ISO 50 uM
no tuvieron diferencias con el control negativo. Esto puede deberse a alteracion en
la oxidacion celular durante tratamientos prolongados con ISO a concentraciones
altas. Se ha visto que los flavonoides a dosis altas generan especies reactivas de
oxigeno [41].

Nuestros resultados mostraron una disminucién significativa del calcio en

todos los tratamientos después de la primera semana de cultivo. Esto puede
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originarse por la pérdida de calcio remanente del tejido 6seo. Los niveles bajos de
calcio en las células expuestas a ISO pueden deberse a la falla en la deteccién del
mineral en la forma no idénica de hidroxiapatita. El método colorimétrico que
usamos mide el cambio de coloracion de la cresoftaleina al quelarse con iones de
calcio [42], sin embargo la presencia de quelantes en la muestra y la ausencia de
calcio en forma ionica limitan la efectividad del método.

Los resultados de la tincidon con rojo picrosirio revelan que las células
producen colagena a pesar de no estar presentes en medios de induccidn, lo que
indica que retienen su capacidad natural de sintesis en cultivo in vitro. La tincion
con rojo picrosirio tiene la ventaja de ser especifica para colagena, no tiene
efectividad en fibronectina, un componente altamente secretado por precursores
del osteoblasto [43]. Observamos predominio de colagena 1 en células expuestas
a ISO, en contraste con los osteoblastos cultivados en MO-AR que presentaron
combinacion de colagena 1y 3.

El analisis por PCR para COL1A1 revel6 que el MO-ISO 5 aumenta la
produccion de colagena en las células, un efecto ya observado en otros
flavonoides [44]. El MO-AR incrementd la presencia de colagena en concordancia
con resultados obtenidos en células muridas [45], en contraste con lo reportado en
la literatura en humanos [37]. El analisis por PCR de marcadores osteogénicos, no
genero diferencias en la expresion de ALPL en comparacién al MO, esto sugiere
que el aumento de actividad de fosfatasa alcalina generado por ISO en los otros
experimentos es a un nivel postranscripcional. Basandonos en los patrones de la
expresion de RUNX2 suponemos que ISO no tiene efectos aditivos al MO en este

marcador.
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Los osteoblastos expuestos a ISO presentaron actividad de fosfatasa alcalina
y expresaron colagena tipo 1, esto concuerda con lo visto en otros flavonoides
[32]. La manera en que ISO ejerce sus efectos en la osteogénesis puede ser
similar a otros flavonoides por influencia sobre los receptores estrogénicos a 'y 3
[38], o mediante la activacion de la via WNT [40], aunque se requieren de mas
estudios para confirmarlo.

El MO-AR aumentd la actividad de fosfatasa alcalina, el calcio y la colagena
en los osteoblastos lo que concuerda con otros estudios [35,45] en los que el AR
induce por si solo la actividad de fosfatasa alcalina en células mesenquimales
muridas. A pesar de lo anterior, los efectos del AR sobre la osteogénesis en
humanos son controversiales. Hay evidencia de que influye en la diferenciacion
terminal hacia osteocitos [45], pero también aumenta la expresién de marcadores
de resorcion 6sea (RANKL) [37]. Los resultados obtenidos en este estudio pueden
ser ocasionados por la adicién del MO al AR. Aunque por si solo el MO no probé
ser superior al MB en experimentos previos del laboratorio para inducir la actividad
de fosfatasa alcalina (datos no mostrados), la combinacién de estos dos
elementos generd un incremento significativo de este marcador en comparacion
con el MB. La manera en que ocurre este efecto aditivo se desconoce.

Los flavonoides ya han sido puestos a prueba para tratar la osteoporosis [18].
La soya, una de las plantas con mas isoflavonas, tiene una actividad modesta en
la salud 6sea y debe ser consumida a diario para que genere efectos en el hueso
[5]. En cuanto a los derivados sintéticos, actualmente se encuentra en el mercado
la ipriflavona, un analogo de isoflavona. En estudios clinicos pequefios aparenta

tener actividad mayor a la del placebo; sin embargo, en otro ensayo clinico con
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mayor numero de pacientes y mas afos de seguimiento no se demostré mejoria
en la densidad mineral 6sea comparado con el grupo placebo [46]. Se necesitan
de mas estudios que expongan si los flavonoides naturales o sintéticos provocan

un aumento en la densidad mineral 6sea en humanos.
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Conclusiones

ISO induce la expresion de marcadores de osteogénesis y aumenta la formacion
de matriz extracelular en osteoblastos humanos en cultivo, por lo cual es un
compuesto potencialmente util para elaborar nuevos farmacos contra la
osteoporosis postmenopausica. Deben continuarse los estudios sobre ISO para
analizar su mecanismo de accion in vitro, sus efectos en modelos animales y su

eficacia para el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica.
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Tabla 1. Oligonucledtidos usados para PCR.

Gen Acceso Longitud Forward Reverse

5-3 5-3
GAPDH NM_000088.3 216 PB GAAGGTGGTGAAGCAGGCGT ATGTGGGCCATGAGGTCCACCA
COL1A1  NM_001256799.2 148 PB CCCCTGGAAAGAATGGAGATG TCCAAACCACTGAAACCTCTG
RUNX2 NM_001015051.3 217 PB GATCTGAGATTTGTGGGCCGGA TGGGATGAGGAATGCGCCCTAA
ALPL NM_000478.4 212 PB ACCAATGCCCAGGTCCCTGACA GTGGCATGGTTCACTCTCGTGG
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Figura 1. Efecto de ISO sobre la proliferacion in vitro de osteoblastos humanos.
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Figura 2. Osteogénesis en cultivos de osteoblastos humanos.
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Figura 3. Actividad de fosfatasa alcalina en osteoblastos humanos.
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Figura 4. Concentracion de calcio en osteoblastos humanos.
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Figura 5. Micrografias de osteoblastos humanos en diferentes condiciones de
cultivo por 3 semanas.
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Figura 6. Tincion con Rojo Picrosirio de osteoblastos humanos en cultivo.
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Figura 7. Expresion de genes en osteoblastos humanos.
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Pies de las figuras

Fig. 1. Efecto de ISO sobre la proliferacién in vitro de osteoblastos humanos. Los
osteoblastos se sembraron a una densidad de 1 x 10* células/pozo, en placas de 24
pozos con medio basal (MB). Al segundo dia del experimento los cultivos se
realimentaron con MB suplementado con las concentraciones indicadas de 1SO. Los
recuentos celulares se realizaron cada dos dias usando una camara de Neubauer. La
grafica representa los resultados de dos experimentos por duplicado + SEM. *,
Significancia estadistica (p<0.05).

Fig. 2. Osteogénesis en cultivos de osteoblastos humanos. (A, B), Cultivos confluentes de
osteoblastos femorales humanos en medio basal; (C, D), MO-AR; (E, F), MO-ISO 1uM;
(G, H), MO-ISO 5 uM; (1, J), MO-ISO 50 pM. Imagenes con aumento de 10x, la columna
de la izquierda representa la primera semana de tratamiento, la columna de la derecha
corresponde a la tercera semana de tratamiento.

Fig. 3. Actividad de fosfatasa alcalina en osteoblastos humanos. Los osteoblastos
femorales humanos se sembraron a una densidad de 1 x 10* células/pozo en placas de 24
pozos en medio basal. A los siete dias del experimento se retiré6 el medio basal y se
agrego el MO-ISO y el MO-AR en las concentraciones mostradas en la grafica. La
actividad de fosfatasa alcalina se midi6 cada semana después de haber iniciado los
tratamientos. La grafica representa los resultados de dos experimentos por duplicado +
SEM. **, Significancia estadistica (p< 0.01); ***, (p< 0.001); ****, (p< 0.0001).

Fig. 4. Concentracion de calcio en osteoblastos humanos. Los osteoblastos femorales
humanos se sembraron a una densidad de 1 x 10 células/pozo en placas de 24 pozos. Se
utilizaron las mismas condiciones de cultivo del experimento anterior. La concentracion de

calcio se midi6 cada semana después de haber iniciado los tratamientos. La grafica
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representa los resultados de dos experimentos por duplicado £+ SEM. *, Significancia
estadistica (p< 0.05).

Fig. 5. Micrografias de osteoblastos humanos en diferentes condiciones de cultivo por 3
semanas. A: MB. B: MO-AR. C: MO. D: MO-ISO. A: Aumento a 400x. B-D: Aumento a
1500x. Imagenes anexas en esquinas superiores derechas (a-d) con aumento de 100x. a:
MB. b: MO-AR. c: MO. d: MO-ISO.

Fig. 6. Tincion con Rojo Picrosirio de osteoblastos humanos en cultivo. A: MB por 1
semana. B: MB por 3 semanas. C: MO por 3 semanas. D: MO-ISO por 3 semanas. E:
MO-AR por 3 semanas. Las imagenes muestran un resultado tipico de 2 experimentos
independientes. Aumento de 10x.

Fig. 7. Expresion de genes en osteoblastos humanos. A: Geles de agarosa con productos
de RT-PCR para GAPDH, COL1A1, RUNX2 y ALPL. Las figuras representan un resultado
comun en dos experimentos independientes. B: Intensidad relativa de banda para

COL1A1 en los distintos tratamientos.
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