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Resumen

Introduccion: el hueso, un tejido conectivo mineralizado, esta en constante remodelacién gracias a la accién de los
osteoclastos (resorcion 6sea) y los osteoblastos (formacién 6sea) en un proceso regulado por osteocitos, que acttian como
mecanosensores. Ademas, el sistema inmune juega un papel esencial en la regeneracion désea, destacando la importancia
de la interaccion entre las células 6seas y las células inmunitarias. En particular, los macréfagos pueden polarizarse hacia
un fenotipo proinflamatorio M1 o antiinflamatorio o regenerativo M2, siendo estos relevantes en la reparacion de tejidos.

Material y métodos: en este contexto, se ha observado que la PTHrP actlia como una citoquina que regula la proliferacion
y diferenciacion celular, especialmente en células involucradas en la regulacién ésea. En este estudio, se ha investigado
como la PTHrP (1-37) afecta a la proliferacién y polarizacién de los macréfagos RAW 264.7 hacia un fenotipo M1 0 M2,
asi como su impacto en la expresion del receptor PTHTR y en marcadores osteoclasticos.

Resultados y conclusion: los resultados muestran que PTHrP no modifica la proliferacion ni la polarizacion de los macro-
fagos, pero reduce la expresion de PTH1R en el fenotipo M2 y la de ciertos marcadores osteoclasticos. Esto sugiere un rol
modulador de PTHrP en la capacidad osteoclastica de los precursores, indicando un posible impacto en la remodelacién
6sea y en la regulacién inmune.
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INTRODUCCION

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que pre-
senta cuatro tipos celulares principales: osteoblastos,
células de revestimiento 6seo, osteocitos y osteoclas-
tos (1). Desempena funciones muy importantes en el
organismo, como la locomocién, el soporte y la pro-
teccion de los tejidos blandos, la hematopoyesis y el
almacenamiento de calcio y fosfato (2). A pesar de
su apariencia inerte, el hueso es un tejido dindmico
y metabdlicamente activo que estd constantemente
en remodelacion, sufriendo resorcién 6sea por los os-
teoclastos y formacion ésea por los osteoblastos (3).
Ademas, hay evidencias de que los osteocitos actuan
como mecanosensores que regulan este proceso (4).

Las células 6seas e inmunitarias coexisten en la cavidad
de la médula 6sea y comparte diversas moléculas re-
guladoras. Ademas, el sistema inmunitario desempefia
un papel importante en la reparacién y regeneracién
de los tejidos, determinando asi la capacidad del teji-
do 6seo para regenerarse. De ahi la importancia de la
comunicacion de los osteocitos con todo su microam-
biente 6seo, incluyendo monocitos, osteoclastos, pre-
cursores osteoblasticos y linfocitos T (5).

Los macrofagos son células inmunitarias que partici-
pan en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos
como el desarrollo de érganos, la inflamacién aguda 'y
crénica, y la homeostasis y remodelacion de tejidos (6).
Los macréfagos pueden polarizarse fenotipicamente
en funcion del estimulo recibido en dos grandes gru-
pos: los macréfagos activados de forma clasica (M1),
con efectos proinflamatorios; y los macréfagos activa-
dos de forma alternativa (M2), con efectos en la regu-
lacion inmunitaria y en la remodelacién tisular (7-9).

Los macréfagos tipo | (M1) son inducidos principal-
mente por ligandos de receptores de tipo Toll (TLR)
como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), producien-
do citoquinas inflamatorias y presentando altos nive-
les de TNF-a e iNOS (10); mientras que la polarizacion
a macréfagos M2 es inducida por citoquinas como la
IL-4 e IL-13, produciendo citoquinas que promueven el
anabolismo de los tejidos y presentando altos niveles
de CD206 (9,11).

Los osteoclastos son células multinucleadas que deri-
van de células mononucleares del linaje hematopo-
yético (monocitos/macrofagos), cuya diferenciacion
es inducida por diversos factores, entre ellos el factor
estimulante de macrofagos (M-CSF), producido por cé-
lulas mesenquimales osteoprogenitoras y osteoblastos
(12), y RANKL, secretado por osteoblastos, osteocitos
y células estromales (13). La interaccion RANK/RANKL
estimula la expresion de factores clave en la osteoclas-
togénesis, como el factor nuclear de células T activadas
(NFATc1) y la proteina transmembrana siete expresada
por dendrocitos (DC-STAMP). NFATc1, en colaboraciéon
con los factores de transcripcion PU.1, ¢-FOS y MITF, re-
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gula la expresion de genes especificos de los osteoclas-
tos, como catepsina K y la fosfatasa acida resistente al
tartrato (TRAP), esenciales para la actividad osteoclas-
tica (14). Es importante destacar que macréfagos y os-
teoclastos comparten un origen comun, procediendo
ambos de un mismo precursor hematopoyético (15).

La proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP) es una citoquina con funciones paracrinas y/o
autocrinas, entre las que se encuentran el control del
desarrollo de tejidos y 6rganos, la proliferacion, la dife-
renciacion y la supervivencia celular mediante su inte-
raccion con el receptor tipo | de la PTH/PTHrP (PTH1R)
(16,17). Se ha demostrado que células involucradas en
la regulacién 6sea como son los osteoprogenitores,
osteoblastos, osteocitos, células Ty macrofagos expre-
san PTH1R, por lo que son sensibles a la estimulaciéon
con PTHrP (18-20). Aunque el papel del sistema PTHrP/
PTH1R en células de la estirpe monocito/macréfago
no esta esclarecido, la presencia del receptor en estas
células (21,22), sugiere un papel en la regulacién del
sistema inmunitario, pudiendo modular las respuestas
inflamatorias, la inflamacion y la migracién (20).

En numerosos estudios se ha demostrado la importan-
cia de los macrofagos en la reparacion tisular y, espe-
cialmente en hueso, la polarizacion M1y M2 es crucial
para la regeneraciéon (6,23). Ademas, los monocitos
son precursores osteoclasticos cruciales para la resor-
cion ésea (24). En base a estos antecedentes, se quiso
analizar si PTHrP (1-37) afecta a la proliferacién de los
macrofagos, a la polarizacion M1y M2 de los macré-
fagos, asi como a la expresién del receptor PTH1R y de
marcadores osteoclasticos.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVOS CELULARES

Los macréfagos murinos RAW 264.7 se cultivaron
en medio DMEM (41966-029, Gibco) suplementado
con un 10 % de suero fetal bovino (SFB), penicilina
(100 unidades/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) en un
incubador con humedad al 5 % de CO,a 37 °C. Para el
ensayo de viabilidad y proliferacién, las células RAW
264.7 se sembraron a una densidad de 25.000 células/
cm?en placas de cultivos convencionales. Una vez sem-
bradas las células, se realizé6 de manera simultanea la
estimulacion con 100 nM del péptido PTHrP (1-37) y
con 100 ng/mL de LPS o 20 ng/mL de IL-4. Tras el trata-
miento, las células se mantuvieron en cultivo durante
24,48 y 72 horas. Para el ensayo de expresién génica,
las células se sembraron a una densidad de 30.000 cé-
lulas/cm?en placas de cultivos convencionales. Las célu-
las se mantuvieron en cultivo hasta que estuvieron casi
totalmente confluentes, momento en el que se realizé
la estimulacién durante 24 horas con 100 ng/mL de LPS
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0 20 ng/mL de IL-4 para inducir la polarizacién de los
macréfagos a un fenotipo M1 o M2, respectivamente.
A continuacién, antes de que finalizara la polarizaciéon
M1 o M2, se llevo a cabo el tratamiento con PTHrP
(1-37) (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentra-
cién de 100 nM durante 6 horas, finalizando ambos
tratamientos de manera simultanea. Transcurrido ese
tiempo, se procedié a realizar la extraccion de ARN
con trizol (Ambion, Life Technologies).

ENSAYOS DE VIABILIDAD Y PROLIFERACION
CELULAR

Transcurridos los periodos de tiempo descritos en el
apartado de “Cultivos celulares”, se rasparon las célu-
las con un scrapper y se recogieron en un tubo tanto
las células adheridas como las no adheridas y se resus-
pendieron en medio de cultivo para su posterior tin-
cién con azul de tripano. A continuacién, se conté con
una camara de Neubauer el numero de células vivas
(no son capaces de captar el azul de tripano porque
tienen la membrana intacta), obteniendo una curva de
proliferaciéon celular.

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL
(RT-qPCR)

Se llevo a cabo la extraccion de ARN total con el méto-
do de separacion tiocianato de guanidinio-fenol-clo-
roformo. A continuacién, se cuantifico la cantidad
de ARN obtenido con el NanoDrop 2000 (ThermoFi-
sher Scientific), y se llevé a cabo la retrotranscripcion
(a partir de 2 pyg de ARN) para la obtencion del ADN
complementario (ADNc) utilizando el kit high capacity
cDNA reverse transcription (Applied Biosystem, Grand
Island, NY) en un termociclador Eppendorf Mastercy-
cler (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) siguiendo las
indicaciones del fabricante. A continuacion, se rea-
lizé la qPCR en la QuantStudio™ 5 384-Well Block
(ThermoFisher Scientific) usando SYBR Premix ex Taq
(Takara, Otsu, Japon) y cebadores especificos para Tnf
(TNF-a), Nos2 (iNOS), Mrc1 (CD206), Pthir (PTH1R),
Acp5 (TRAP), Nfatc1 (NFATc1) y Tnfrsf11a (RANK), utili-
zando como gen constitutivo el 78S (18S). El protocolo
utilizado consistié en una reaccién inicial de 10 mi-
nutos a 95 °C, seqguido de 45 ciclos de 15 segundos a
95 °C, 15 segundos a 60 °Cy 15 segundos a 72 °C; a
continuacién, para obtener la curva de disociacion de
los cebadores, la temperatura aumentaba a 95 °C, ba-
jaba a 65 °C durante 15 segundos y volvia a subir a
95 °C. Finalmente, la temperatura disminuia a 40 °C
durante 30 segundos. Los cambios en la expresion gé-
nica se han representado como niveles de expresion
del gen diana respecto a su control. Para ello, se em-
pleod el método de cuantificacién relativa comparando
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los ciclos en los que se produce la amplificacion me-
diante el AACt (25). Esta metodologia considera un
100 % de eficiencia de amplificaciéon durante el gPCR y
una misma eficiencia para ambos genes. Las secuencias
de los cebadores empleados se muestran en la tabla I.

Tabla I.

Gen Sentido 5'-3' Antisentido 5'-3'
185 ATGCTCTTAGCTGAGGTGCCCG ATTCCTAGCTGCGGTATCCAGG
Tnf AGGCACTCCCCCAAAAGATG TGAGGGTCTGGGCCATAGAA
Nos2 CCTGCTTTGTGCGAAGTGTC CCCTTTGTGCTGGGAGTCAT
Mrct CCACAGCATTGAGGAGTTTG ACAGCTCATCATTTGGCTCA
Pthr TGAAGGACGCTGTGCTCTACTC AGTAGAGGAAGAAGGTCACGGC
A5 CACGAGAGTCCTGCTTGTC AGTTGGTGTGGGCATACTTC
Nfatc! TCATCCTGTCCAACACCAAA TCACCCTGGTGTTCTTCCTC
Rank GGACAACGGAATCAGATGTGGTC CCACAGAGATGAAGAGGAGCAG

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados como las medias + desvia-
ciones estandar (DE) y los analisis estadisticos se lleva-
ron a cabo con el programa GraphPad Prism versiéon
9.1.0. Para el analisis de la expresién génica se busca-
ron diferencias significativas en cada uno de los tra-
tamientos. Estas diferencias se analizaron mediante
analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis)
seguido de la prueba de Mann-Whitney. La p < 0,05 se
considero significativa. En el caso del mapa de calor o
heatmap, se ha aplicado el método lineal en dos eta-
pas de Benjamini, Krieger y Yekutieli para controlar
la FDR (tasa de deteccion de falsos positivos con un
g-valor menor a 0,1.

RESULTADOS

PROLIFERACION CELULAR

Se quiso comprobar como afecta a la proliferacion de
los macréfagos murinos RAW 264.7 el tratamiento para
inducir la polarizacién hacia un fenotipo M1 o un fe-
notipo M2, con LPS e IL-4 respectivamente. Utilizando
el colorante vital azul de tripano, se observé que el LPS
indujo un aumento significativo de la proliferaciéon en
comparacion con el control; sin embargo, la IL-4 no
modificé la proliferacion de las células RAW 264.7 (Fig.
1A). También se estudid si el tratamiento con PTHrP
(1-37) afectaba a la proliferacion celular en sinergia con
el LPS y la IL-4. En ausencia de factores de polarizacion,
PTHrP (1-37) no indujo cambios significativos en el nu-
mero de células vivas que proliferan en el periodo de
tiempo estudiado (Fig. 1B). En macréfagos estimulados
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con LPS o con IL-4, PTHrP (1-37) no indujo cambios en el
numero de células vivas en comparacién con su estimu-
lo con LPS e IL-4, respectivamente (Fig. 1 Cy D).

EFECTO DE PTHrP (1-37)
EN LA POLARIZACION M1 Y M2

Se verificd que el LPS y la IL-4 indujeran una polariza-
cién a un fenotipo M1y M2 en las células RAW 264.7,
respectivamente. El tratamiento con LPS estimulo la
produccion de TNF-a e iNOS (marcadores M1), mientras
que disminuyé la expresion de CD206 (marcador M2).
Por el contrario, la estimulacion con IL-4 incremento la
expresion de CD206; mientras que la expresion de TNF-a
disminuyé. El tratamiento con PTHrP (1-37) no afecté
de manera significativa a la polarizacion M1 o M2, sin
embargo, redujo significativamente la expresiéon de
CD206 en células no tratadas con LPS o IL-4 (Fig. 2 A-C).

A continuacién, se evalué como afectaba la polarizacién
de los macréfagos y el tratamiento con PTHrP (1-37) a la
expresion del receptor PTH1R. Se observé que la pola-
rizacion M1y M2 produjo un descenso de la expresion
de PTH1R. Sin embargo, la disminucién en el fenotipo
M1 fue mas acusada (hasta 4 veces). Ademas, la PTHrP
(1-37) indujo un descenso en la expresion del receptor,
tanto en condiciones basales como en el fenotipo M2,
pero no afectd a la expresion en el fenotipo M1 (Fig. 2D).

Seguidamente, se analizaron los efectos de la po-
larizacion y del tratamiento con PTHrP (1-37) en la
expresion de los marcadores osteoclasticos TRAP,
NFATc1 y RANK. La polarizacion de las células hacia
un fenotipo M1 disminuy6 la expresion de los marca-
dores osteoclasticos. En cambio, la polarizaciéon hacia
un fenotipo M2 aumenté la expresion de TRAP sin
afectar significativamente a la expresion de NFATc1 y
reduciendo ligeramente la expresién de RANK. Ade-
mas, el tratamiento con PTHrP (1-37) disminuyo6 la
expresion de los marcadores osteoclasticos NFATc1 y
RANK en los macréfagos M2 sin afectar en los macro-
fagos M1 (Fig. 2 E-G).

También generamos un grafico de tipo heatmap en el
que la correlaciéon en la expresién de los genes estu-
diados se representa por colores (correlaciéon positiva
0 a 1 [azul] o negativa 0 a -1 [rojo]) (Fig. 3). Se observa
que existe una correlacion positiva entre los marcado-
res osteoclasticos con el fenotipo M2 de macréfagos,
mientras que hay una correlaciéon negativa con el fe-
notipo M1. Ademas, también existe una correlacién
negativa en la expresion del PTH1R con el fenotipo
M1, pero positiva con el fenotipo M2. Por ultimo, en
el caso de los marcadores osteoclasticos, estos corre-
lacionan positivamente con la expresion del receptor,
por lo que, cuando aumenta la expresion de PTH1R se
produce un incremento en la expresién de los marca-
dores osteoclasticos.
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Figura 1. La PTHrP (1-37) no induce cambios significativos en la proliferacion celular de los macréfagos M1y M2. Ndmero de células vivas
en condiciones control, tratamiento con LPS y tratamiento con IL-4 A. Nimero de células vivas en condiciones control y tratamiento con
PTHrP (1-37). B. Nimero de células vivas en condiciones control, tratamiento con LPS y tratamiento con LPS + PTHrP (1-37). C. Nimero de
células vivas en condiciones control, tratamiento con IL-4 y tratamiento con IL-4 + PTHrP (1-37). D. Los resultados son las medias + DE de
triplicados de tres experimentos diferentes. *p < 0,05 vs. control; **p < 0,01 vs. control.
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positivos) con un g-valor menor a 0, 1.
DISCUSION Los resultados sefalan, ademas, que la polarizacion

El hueso es un 6rgano dinamico que sufre un proceso
de remodelaciéon dirigido por los osteoclastos, los osteo-
blastos y los osteocitos. Durante la remodelacion ésea, el
hueso dafiado es eliminado por los osteoclastos y reem-
plazado por los osteoblastos. Este proceso de remodela-
cion implica la formacion de los osteoclastos a partir de
sus precursores del linaje monocito-macréfago (3).

El receptor PTH1R se expresa en osteoblastos, osteo-
citos (26,27) y en otras células presentes en la médula
6sea como los monocitos y las células T (21,28). En el
presente trabajo demostramos que la linea de macro-
fagos RAW 264.7 expresa el receptor PTH1R, y que tras
su estimulacién por su ligando PTHrP (1-37), se modula
la expresion de genes relacionados con la polarizacion
y diferenciacion osteoclastica sin afectar a la prolifera-
cion celular. Nuestros resultados indican que la estimu-
lacién con LPS induce un aumento significativo en la
proliferaciéon de las RAW 264.7. En el estudio llevado
a cabo por Jiao y cols., en 2016, se demuestra que el
LPS estimula la proliferaciéon de monocitos/macréfa-
gos a través de la regulacion de la proteina TDAG51,
que juega un papel esencial en la progresién del ci-
clo celular (29); y, ademas, se ha demostrado que la
IL-4 aumenta la supervivencia de los basofilos de ratén
diferenciados in vitro mediante una sefalizacién inde-
pendiente de la transcripcién de fosfo inositol 3 quina-
sa (PI3K) (30), por lo que podria tener la misma funcion
en el linaje monocito/macréfago.
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de estas células hacia un fenotipo regenerativo M2 in-
duce a su vez la expresion de marcadores osteoclas-
ticos. Se observa que en los macréfagos polarizados
a un fenotipo M2, existe una correlaciéon positiva en
la expresion génica del marcador M2 CD206 con los
marcadores osteoclasticos TRAP, NFATc1 y RANK. Sin
embargo, en los M1 la correlacién con los marcadores
osteoclasticos es negativa. El estudio presentado por
Yu y cols., en 2009, muestra que la IL-4 es capaz de
aumentar por si sola la expresion génica de TRAP en
células RAW 264.7 (31). Ademas, los macréfagos sino-
viales F4/80*CD206* M2 presentes en la artritis reuma-
toide pueden ser nuevos precursores osteoclasticos y
contribuir significativamente a los cambios 6seos, ya
que se ha demostrado que expresan altamente RANK
y pueden ser activados por RANKL y M-CSF para adqui-
rir marcadores de osteoclastos y funcién de resorcion
6sea (32). Los osteoclastos son células multinucleadas
del linaje de monocitos/macréfagos que requieren de
M-CSF y RANKL para su diferenciacién. Existen algunos
estudios que sugieren que los macréfagos M2 pue-
den influir en la expresién de marcadores osteoclas-
ticos como TRAP. Por ejemplo, en un estudio sobre
la regeneracién de alvéolos dentales después de una
extraccion, se observé que los M2 promovian la dife-
renciacién de células osteoprogenitoras a través de la
secrecion de TGF-B y, en las etapas tardias, se detecta-
ron osteoclastos positivos para TRAP (33), lo que sugie-
re una conexion entre los macréfagos M2 y la forma-
cién de osteoclastos. Ademas, existen otras evidencias
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que sugieren la posible fusién de macréfagos M2 con
osteoclastos, lo que podria promover la secrecién de
citoquinas osteogénicas, estimulando asi la diferen-
ciacion osteogénica y la formacion 6sea en materia-
les osteoinductores (34). Por lo tanto, podria existir
una relacion entre el aumento de expresion de TRAP
y la polarizacién M2 de los macréfagos. Sin embar-
go, es importante destacar que otros estudios indican
que la secrecién de TNF-a e IL-1B por los macrofagos
M1 es capaz de madurar los precursores osteoclasti-
cos para la formacion de osteoclastos (35); mientras
que los macréfagos M2 podrian inhibir el desarrollo
de osteoclastos mediante la secrecion de IL-4 e IL-
10 (36). Esto podria sugerir que, aunque los macréfa-
gos M2 derivados de las células RAW 264.7 expresen
altos niveles de TRAP no se diferencien totalmente a
un osteoclasto.

Por ultimo, la PTHrP (1-37) induce un descenso signifi-
cativo en la expresion de PTH1R en la linea de macroé-
fagos RAW 264.7, lo que podria mostrar una regula-
cién negativa inducida por el exceso de agonista del
receptor.

Nuestros hallazgos sugieren que el estimulo con LPS e
IL-4 puede afectar a la proliferacion de los macrofagos
M1y M2, asi como a la expresion de marcadores osteo-
clasticos modificando asi la capacidad osteoclastogéni-
ca de estos precursores. Sin embargo, PTHrP (1-37) no
modula la proliferacion de las RAW 264.7, aunque si
tiene efectos en la expresion de los marcadores carac-
teristicos de osteoclastos. Por todo ello, son necesarios
mas estudios que aborden el papel del PTH1R en estas
células para esclarecer los posibles efectos de sus ligan-
dos PTH y PTHrP en el linaje monocito-macrofago.
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