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RESUMEN

Un desequilibrio en la homeostasis 6sea puede suponer la aparicion de ciertas
patologias como la osteoporosis (OP), artritis reumatoide (AR), metastasis Oseas liticas y
enfermedad 6sea de Paget. Oleocantal (OLE), un secoiridoide caracteristico y exclusivo
de la familia Oleaceae, se encuentra principalmente en el aceite de oliva virgen extra
(AOVE). Estudios previos han demostrado sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios,

antimicrobianos, anticancerigenos y neuroprotectores.

El objetivo de este estudio ha sido estudiar el funcionalismo de este secoiridoide en
un modelo de osteoclastogénesis inducida por M-CSF y RANKL a partir de células de

médula désea de raton y dilucidar los posibles mecanismos moleculares involucrados.

Los macréfagos de la médula 6sea fueron aislados de los huesos de ratones CD1y
estimulados con M-CSF/RANKL en presencia o ausencia del tratamiento con OLE (25,
50 y 100 uM). Tras el tratamiento, se realizaron ensayos de viabilidad celular (SRB),
tincion y actividad TRAP, determinacion de los niveles de citoquinas (IL-6 y TNF-a) y
expresion de genes marcadores de osteoclastos (NFATcl, TRAP, MMP-9 y CTSK)
mediante qPCR.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con OLE no afecta a la
viabilidad celular a las concentraciones ensayadas (25, 50 y 100 uM). OLE fue capaz de
reducir significativamente el nimero de células multinucleadas TRAP-positivas y la
actividad de dicha enzima. El tratamiento con el secoiridoide (50 y 100 uM), produjo una
disminucion significativa de los niveles de IL-6 y TNF-a. Ademas, pudimos observar que
OLE regul6 la expresion genética de NFATcl, TRAP, MMP-9y CTSK.

Estos resultados nos permiten concluir que OLE podria formar parte de nuevos
tratamientos destinados a patologias 6seas con exacerbacién de la osteoclastogénesis por

inhibir la diferenciacion de osteoclastos junto a su capacidad antiinflamatoria.

Palabras clave: osteoclastogénesis, oleocantal, homeostasis, osteoclasto,

osteoblasto.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

ADNCc ADN complementario

AOVE Aceite de oliva virgen extra

AR Artritis reumatoide

ARNmM ARN mensajero

ATP Adenosin trifosfato

AP Proteina f-amilode

BMMs Macrofagos de la médula dsea

COX Enzima ciclooxigenasa

CTSK Catepsina K

IFN Interferon

IL Interleucina

iNOS Oxido nitrico sintasa

JNK Quinasa N-terminal c-Jun

LPS Lipopolisacaridos

MAPK Protein-quinasas activadas por mitdgeno
M-CSF Factor estimulante de colonias de macréfagos
MIP-1a, Proteina inflamatoria de macrofagos
MMP-9 Metaloproteasa de matriz 9

mPGES-1 |Prostaglandina E sintasa 1 microsomal
NFATcl |Factor nuclear de células T activadas ¢ 1
NF-xB Factor nuclear «f3

NO Oxido nitrico

NOX Enzima NADPH oxidasa

OLE Oleocantal

OP Osteoporosis

pOC Osteoclastos prefusion

RANK Receptor activador del factor nuclear xf3
RANKL |Ligando del receptor activador del factor nuclear kf3
ROS Especies reactivas de oxigeno

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TRAP Fosfatasa alcalina resistente al tartrato




INTRODUCCION

Homeostasis del hueso

El hueso es un tejido muy importante de nuestro cuerpo, ya que brinda soporte y
proteccion a los tejidos blandos, regula la homeostasis mineral y mantiene el
microambiente de la cavidad medular (Zhang et al., 2022). A su vez, el hueso es un tejido
dindmico, y la remodelacion 6sea es crucial no solo para reemplazar huesos primarios
con huesos secundarios, sino también para reparar microdafios en el esqueleto y garantizar
una homeostasis normal del calcio. Los osteoclastos y osteoblastos estan involucrados en
la remodelacion 6sea y tienen la funcion secuencial de reabsorber hueso viejo y formar
hueso nuevo a través de un mecanismo bien coordinado regulado por diferentes factores,
como hormonas sistémicas, factores de crecimiento local, citocinas, quimiocinas,
moléculas de adhesién y proteinas de la matriz extracelular (Kenkre y Bassett, 2018).
Estos factores son secretados por las células de la superficie dsea y producidos por los
osteocitos ubicados en la matriz dsea, que representan el otro tipo de células que, junto
con las células del revestimiento 0seo, estan involucradas en la remodelacion Osea
(Robling y Bonewald, 2020).

En particular, los osteoblastos proceden de células madre mesenquimales
pluripotentes (BMSC), que tienen la capacidad de diferenciarse en condrocitos y
adipocitos. La diferenciacién de las BMSC hacia la osteogénesis esta regulada por varias
proteinas morfogenéticas dseas (BMP) y vias de sefializacion Wnt (Zhou et al., 2021) a
través de la activacion de B-catenina, que se estabiliza por la hormona paratiroidea
involucrada en la homeostasis del calcio (Bonnet et al., 2012). Los osteoblastos activos
sintetizan y secretan colageno tipo I, la principal proteina de la matriz 6sea y proteinas no
colagenas, como la osteocalcina, la osteopontina y la osteonectina, y son ricos en fosfatasa
alcalina (ALP), un biomarcador de la funcién osteoblastica que es muy importante en la
mineralizacion de la matriz 0sea. Ademas, los osteoblastos controlan la
osteoclastogénesis a través de la via de sefializacion Wnt y la secrecion de
osteoprotegerina (OPG) y citocina relacionada con el factor de necrosis tumoral (TNF)
denominada RANKL. De hecho, OPG regula a la baja la osteoclastogénesis, mientras que
RANKL la regula al alza (lantomasi et al., 2023).



Por otro lado, los osteoclastos son células multinucleadas de gran tamafio que
derivan de células del linaje monocitos/macréfagos mediante la activacion de receptores
por dos factores, el factor estimulante de colonias de macré6fagos (M-CSF) y el RANKL.
M-CSF regula principalmente la proliferacion y supervivencia de precursores de
osteoclastos y células maduras. RANKL es el principal factor de diferenciacion de
osteoclastos, y su interaccion con el receptor RANK, resulta en la activacion de la via de
sefializacion del factor nuclear MAP, que se desplaza al nlcleo, donde activa al factor
nuclear de céelulas T activadas ¢ 1 (NFATc1). NFATcL tiene un papel importante en la
regulacion de varios genes especificos de osteoclastos, incluida la metaloproteasa de
matriz 9 (MMP-9), la catepsina K (CTSK), la fosfatasa &cida resistente al tartrato (TRAP)
(Ding et al., 2023; Kim y Kim, 2016), el receptor asociado a osteoclastos (OSCAR), el
receptor de la calcitonina (Yavropoulou y Yovos, 2008) y la integrina b3 (Mikan y
Oliveros, 2007).

La interaccion RANKL/RANK desencadena otras vias de sefializacion que también
activan al NFATc1. Estas vias ocurren a través de las protein-quinasas activadas por
mitogeno (MAPK), principalmente p38, ERK1 y la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) (An

et al., 2016) y la calmodulina calcio-dependiente (Yavropoulou y Yovos, 2008).
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Figura 1. Diferenciacion de osteoclastos mediada por la via RANKL/RANK (Riancho y Delgado-
Calle, 2011).
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RANKL, al igual que M-CSF, puede prolongar la supervivencia y la fusion de

osteoclastos prefusion (pOC) (figura 2). Sin embargo, la actividad resortiva de hueso solo



puede inducirla RANKL. La citocina IL-1, expresada en situaciones patologicas como
periodontitis o artritis reumatoide (AR), puede intervenir en la osteoclastogénesis
activando al factor nuclear « B (NF-xB) y INK y dando lugar a osteoclastos maduros y
activos. No obstante, no produce proliferacion ni diferenciacion de osteoclastos por si
misma (Suda et al., 1999) lo que sugiere que hay otros mecanismos independientes de la

activacion de la via RANKL/RANK involucrados en este proceso (Kim y Kim, 2016).

La formacion de osteoclastos continta con el contacto de un pOC con la superficie
mineralizada del hueso, lo que induce la inmovilizacion de la célula y el cambio en su
patron de expresion a célula aceptora de fusion. Otros pOC migran y son guiados por
quimiotaxis al sitio especifico donde se va a producir resorcion dsea. La fusion una a una
de los pOC con la célula aceptora es un proceso regulado por la proteina transmembrana
especifica de células dendriticas (DC-STAMP) y da lugar al osteoclasto multinucleado.
Algunos de los factores quimiotécticos son el factor 1 derivado de células del estroma
(SDF-1) o los factores RANKL, M-CSF y factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), liberados por células de la superficie 6sea y osteocitos en apoptosis (Chiu y
Ritchlin, 2016; Sge et al., 2021).

Por dltimo, el osteoclasto se activa tras una polarizacion en la membrana y una
remodelacion del citoesqueleto, obteniendo como resultado un osteoclasto maduro y
funcional (Boyle et al., 2003). El osteoclasto maduro se posiciona en contacto con el
hueso a través del ribete en cepillo, zona a través de la cual se lleva a cabo la resorcion
del hueso. En esta zona se encuentran los canales de protones y cloruro necesarios para
acidificar el medio y disolver la hidroxiapatita. Ademas, acttan los lisosomas secretando
CTSK vy diversas metaloproteasas que disuelven la matriz orgéanica (Arboleya y
Castafieda, 2014).
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Figura 2 modificada (Suda et al., 1999). Esquema de la osteoclastogénesis.



Como se ha mencionado anteriormente, la osteoclastogénesis esta regulada por

diversas hormonas y factores locales entre los cuales se encuentran los estrégenos.
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Figura 3. Regulacidn de la osteoclastogénesis por varios factores endocrinos (Riancho y Delgado-
Calle, 2011).

Los receptores de estrogeno se encuentran presentes tanto en osteoblastos como en
osteoclastos. Los estrogenos son protectores de la densidad mineral 6sea y pueden
promover el crecimiento del hueso ya que aumentan la supervivencia de los osteoblastos
y osteocitos. Sin embargo, su principal actividad es reducir la actividad de los
osteoclastos, para ello promueven su apoptosis actuando directamente como factores de
transcripcion o desencadenando cascadas de sefiales citoplasmaticas a través de las
MAPK. Ademas, actlan en osteoblastos y osteocitos aumentando la sintesis de OPG e
inhibiendo la produccién de RANKL (An et al., 2016; Katsimbri, 2017).

El descenso de los niveles de estrégeno sumado al aumento de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la disminucidn de la defensa antioxidante del organismo explica la
tendencia a la osteoporosis (OP) en mujeres postmenopausicas (An et al., 2016). Ademas
del aumento de ROS, la produccion patoldgica de citocinas inflamatorias tales como la
IL-1B, TNF-a y IL-6 incrementan el proceso osteoclastogénico observado en patologias
relacionadas con la debilidad désea (Chin y Ima-Nirwana, 2016; Fernando Mikan y
William Dario Oliveros, 2007).

Oleocantal

El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es un producto obtenido por extraccion
mecanica de los frutos de la especie Olea europeae L. que constituye una de las



principales fuentes de grasa en la dieta Mediterranea (Tripoli et al., 2005). Este suceso se
ha relacionado con una menor incidencia de accidentes cardiovasculares, cancer, diabetes
tipo 2, cataratas y fracturas osteoporoticas en la poblacion de estas regiones (Castejon et
al., 2020; Francisco et al., 2019; Tripoli et al., 2005).

El AOVE esta compuesto principalmente por contenido lipidico en el que destaca
el acido oleico, acido graso monoinsaturado (MUFA). Sin embargo, una fraccion
minoritaria entre el 1-2% del contenido total estd compuesta por la fraccion
insaponificable. Son metabolitos secundarios producidos por el olivo tales como el
escualeno, tocoferol, terpenos, pigmentos y compuestos fendlicos entre otros (Segura-
Carretero y Curiel, 2018). Los polifenoles engloban a diversos tipos de estructuras entre
los cuales se encuentran los secoiridoides y dentro de ellos el (-)-descarboximetil
ligustrosido aglicona, también denominado oleocantal (OLE), aislado e identificado en
2005 por Beauchamp et al. (lacono et al., 2010; Montoya et al., 2021). OLE es un éster
del tirosol y esté relacionado quimicamente con la oleuropeina, otro compuesto fenolico
presente en el olivo (Geromichalou y Geromichalos, 2022).
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Figura 4. Estructura quimica del oleocantal.

En general el contenido de OLE representa el 10% de los compuestos fendlicos del
aceite, aunque la proporcién puede variar segin numerosos factores relacionados con el
cultivo del olivo y las técnicas agricolas empleadas, con la localizacion demogréficay las
técnicas de obtencidn y almacenamiento del aceite. De hecho, se conoce que el contenido
de OLE disminuye en gran medida debido a los procesos metabolicos que ocurren en la
maduracion de la aceituna e incluso no estd presente en ciertas variedades de olivos
(Castejon et al., 2020; Montoya et al., 2021).



Los secoiridoides se liberan de la aceituna en los procesos de trituracion y batido
donde ocurre la hidrolisis de los glucosidos fenolicos catalizada por la B-glucosidasa,

produciéndose los derivados del aglicon o secoiridoides (Lozano-Castelldn et al., 2020).

En cuanto a su biodisponibilidad se conoce que se absorbe en el intestino delgado
a traveés de difusion pasivay es estable hasta cuatro horas a 37°C en el estdmago. Ademas,
el metabolismo es llevado a cabo principalmente a través de reacciones de fase 1, aunque
también sucede a través de glucuronidacion, mientras que no se han encontrado en

estudios humanos formas metiladas o sulfonadas de OLE (Castejon et al., 2020).

- Actividad farmacologica del oleocantal
Segun la evidencia actual, OLE ha mostrado actividad como antioxidante,
antiinflamatorio, neuroprotector, preventivo en diversos tipos de cancer y enfermedades

reumaticas (Romani et al., 2019) y antibacteriano (Pang y Chin, 2018).
Efecto antiinflamatorio y antioxidante

La actividad biologica de OLE es principalmente antiinflamatoria ya que inhibe la
expresion de las enzimas ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y COX-2) y 5-Lipooxigenasa (5-
LOX), lo que conlleva disminucion en la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos que
intervienen en procesos inflamatorios. Ademas, se ha demostrado en macrofagos
peritoneales de raton tratados con lipopolisacarido (LPS) que puede modular
negativamente la produccion de mediadores proinflamatorios tales como IL-1p, TNF-a,
IL-6, IL-17, IL-18 e IFN-y (Montoya et al., 2021).

OLE puede reducir los niveles de 6xido nitrico (NO) a través de una regulacion
negativa de la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS). También se han
detectado niveles reducidos de la proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1a) y el
factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) en macréfagos
de la linea celular J774A.1 (Francisco et al., 2019; Pang y Chin, 2018). Asimismo, se ha
demostrado el efecto antiinflamatorio de OLE a través de la inhibicion de las vias MAPK

y NF-«f en condrocitos humanos primarios, modelo osteoartritico (Scotece et al., 2018).

Por ltimo, se ha confirmado que OLE posee capacidad antioxidante ejerciendo
como inhibidor intracelular de los niveles de ROS en estudios con células tanto murinas
como humanas y se ha mencionado que podria también inhibir a la enzima NADPH

oxidasa (NOX) en monocitos humanos (Castejon et al., 2020).
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Actividad antiproliferativa

Existen diversos estudios tanto in vivo como in vitro respecto al efecto
quimiopreventivo de OLE, algunos de ellos representados en la tabla 1. Este efecto lo
ejerce a través de varios mecanismos como inhibicién de HGF inducida por c-Met, (Moral

y Escrich, 2022), inhibicion del transductor de sefial y activador de transcripciéon 3

(STAT3) o modulacion de la apoptosis (EI Haouari et al., 2020), entre otros.

Tabla 1. Estudios in vivo e in vitro acerca de la actividad antiproliferativa de OLE.

Sujeto de ensayo

Concentracion

Efecto farmacoldgico

Referencia

PYyVT

intragastrico

incidencia carcinogéenesis

mamaria

OLE
Lineas celulares OLE produjo inhibicion
MDA-MB-231, de la proliferacion,
] o y (Elnagar et al.,
MCF-7y células de 0-20 uM migracion e invasion del 2011)
cancer de prostata tejido epitelial mamario
humano PC3 humano y de prostata.
] Inhibe c-Met, Ki-67, _
Linea MDA-MB- (El Haouari et
5 mg/kg CD31 y reduce el
231/GFP o al., 2020)
crecimiento celular
Supresion inicio e
Ratones MMTV- 7,5 mg/kg (Moral y

Escrich, 2022)

Lineas celulares de

Efecto antiproliferativo y
regulacion negativa de la

crecimiento de cancer de
mama HER2+

) . » (Khanfar et al.,
cancer mamario y 708 nM expresion de mTOR 2015)
MDA-MB-231 fosforilada en MDA-
MB-231
En efecto sinérgico con
Lapatinib (12,5 mg/kg), o
BT-474 y MDA- o (Siddique et al.,
10 mg/kg inhibicion del
MB-231 2019)

11




Actividad en lupus eritematoso sistémico

Se demostrd en un modelo experimental in vivo de lupus eritematoso sistémico
inducido por pristano en ratones que suplementar la dieta con OLE aminor6 las
manifestaciones renales a través de la inhibicidn de la expresidn de proteinas relacionadas
con la respuesta inflamatoria (iINOS, COX-2, prostaglandina E sintasa-1 microsomal
(mPGES-1)) y la deposicion de complejos de inmunoglobulinas. También regulé la
expresion de citoquinas proinflamatorias Th1l/Th17 en macréfagos peritoneales y

esplenocitos y normalizo la funcién endotelial de la aorta toracica (Montoya et al., 2023).
Efecto neuroprotector

El Alzheimer es una de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes de
demencia. Las manifestaciones de esta patologia tienen su origen en acumulacién
extracelular de proteina B-amilode (AP) y depdsitos intracelulares de proteina tau
hiperfosforilada que forman ovillos neurofibrilares (Calsolaro y Edison, 2016). Se ha
demostrado que la administracion de OLE ejerce efecto neuroprotector y retrasa el
proceso neurodegenerativo. OLE ejerce esta accién a través de una disminucién en la
formacion y aumento en la eliminacion de agregados A en las neuronas, principalmente
por el paso a través de la barrera cerebro-sangre (demostrado en ratones utilizando el
cultivo celular humano hCMEC/D3). Esto sucede debido a que incrementa la expresion
de dos proteinas transportadoras, la glicoproteina P (P-gp) y la proteina 1 relacionada con
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP-1), demostrado experimentalmente en
la linea celular bEnd3 y un modelo in vivo de ratones con fenotipo salvaje. Ademas, en
el modelo murino actiian las proteinas de aclaramiento de AP IDE y neprilisina. OLE
también actGa eliminando AP a través de la via de sefializacion Apo-E y reduce la
inflamacion disminuyendo la activacion de astrocitos, los niveles de IL-1p y la proteina
acida fibrilar gliar (GFAP) (Dinda et al., 2019).

Respecto a los ovillos neurofibrilares OLE produjo una disminucion de la
fibrilacién de la proteina tau (Tau-441) a 10 uM (Dinda et al., 2019).

Por altimo, la disfuncion mitocondrial esta implicada en el envejecimiento cerebral
y en el Alzheimer. El tratamiento con OLE demostré un aumento en los niveles basales
de adenosin trifosfato (ATP) mitocondrial en células SH-SY5Y-APP695 (Grewal et al.,
2020).
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Artritis reumatoide

El proceso inflamatorio y el estrés oxidativo estan vinculados en la AR. En el
articulo publicado por Montoya et al., 2021 se estudio el efecto de la administracion en
la dieta de OLE en ratones macho DBA-1/j sobre la artritis inducida por colageno,
obteniéndose como resultado la disminucion de diversas citoquinas proinflamatorias, asi
como de la MMP-3 (responsable de la degradacion de colageno y proteoglicano entre
otras moléculas) y la inhibicion de la sobreexpresion de COX-2, mPGES-1 e iNOS
(Montoya et al., 2021) lo que abre la posibilidad del empleo de OLE para el tratamiento
de esta patologia.

13



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La homeostasis 6sea es un proceso complejo y dindmico que implica el equilibrio
de fuerzas impulsoras opuestas para la reabsorcion 6sea por parte de los osteoclastos y la
formacion dsea por parte de los osteoblastos. La alteracion de la homeostasis 6sea a favor
de los osteoclastos conduce a la manifestacion de varias condiciones patologicas, como
OP, AR, metastasis Oseas liticas y enfermedad dsea de Paget, entre otras (Boyle et al.,
2003; Rosillo et al., 2020).

La OP, es la enfermedad 6sea metabdlica cronica mas prevalente, y se caracteriza
por la disminucion de la masa 0sea, deterioro de la microarquitectura y aumento de la
fragilidad 6sea, con los consiguientes aumentos en el riesgo de fractura (Yu et al., 2021).
La pérdida 6sea resulta de un desequilibrio en la remodelacion 6sea (Song et al., 2023).

El abordaje terapéutico de la OP es multidisciplinar, y su objetivo principal es
prevenir fracturas Oseas. Aunque existen muchos métodos preventivos y tratamientos
para la pérdida dsea, su aplicacion requiere esfuerzo por parte de los pacientes, ademas
de los posibles efectos secundarios y el alto coste de estos medicamentos. Debido a esto,
en los Gltimos afios se ha generado el interés del uso de otras estrategias terapéuticas,
entre las que cabe destacar la terapia nutricional y el uso de nutracéuticos.

En base a la actividad antiinflamatoria y antioxidante del OLE, puesta de manifiesto
en modelos experimentales in vitro e in vivo, se plantea llevar a cabo un desarrollo
experimental cuyo objetivo principal es llegar al conocimiento del funcionalismo de este
secoiridoide en un modelo de osteoclastogénesis inducida por M-CSF y RANKL a partir
de células de médula 6sea de raton y dilucidar los posibles mecanismos moleculares

involucrados.
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METODOLOGIA

I.  ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Ratones CD1 hembra (2030 g) fueron proporcionados por el Centro de Produccion
Animal de la Universidad de Sevilla (Sevilla, Espafia). Los ratones (de 8 a 10 semanas de
edad) se distribuyeron aleatoriamente en jaulas y se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (20 a 25 °C) y humedad (40 a 60 %), un ciclo de luz/oscuridad
de 12 h y un estandar ad libitum comida para roedores (PanlabA04, Panlab®, Sevilla,

Espafia) y libre acceso al agua.

Todos los experimentos se realizaron en el Animalario de la Facultad de Farmacia
(Universidad de Sevilla, Espafia) de acuerdo con las Directrices de la Unidn Europea
sobre experimentacion animal (Directiva del Consejo Europeo 2012/707/EU) y siguiendo
un protocolo aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Sevilla y por la
Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo (Junta de Andalucia, 03/05/2018/071),
segun el RD 53/1 de febrero de 2013.

Toda la manipulacion de los animales, hasta la extraccion de la médula 6sea, la
realizd la tutora de este trabajo, la Dra. Maria de los Angeles Rosillo Ramirez, que posee
el Certificado de Capacitacion, Curso de Formacion Continua en Proteccion y
Experimentacién Animal. Funcion A, B y C en Roedores, Lagomorfos, Peces y Anfibios,

concedido por la Junta de Andalucia.

II. EXTRACCION DE LA MEDULA OSEA Y DIFERENCIACION A
OSTEOCLASTOS

Para la diferenciacion de células de la médula 6sea de raton a osteoclastos se siguio

el método descrito por Dai et al., 2018.

Los ratones se sacrificaron y se les extrajo la tibia y el féemur de las patas traseras,

de las cuales se obtuvo la médula 6sea por centrifugacion.
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La médula 6sea, se resuspendi6 en medio a-MEM (suplementado con L-glutamina,
penicilina-estreptomicina 1%, suero fetal bovino al 10%) y se hizo pasar por un filtro de
nylon de 70 pum y se procedio al lisado de los eritrocitos utilizando tampdn de lisis de
eritrocitos (GIBCO®). Una vez lisados los eritrocitos, el pellet celular se resuspendio en
medio a-MEM vy se incubé toda la noche a 37°C y 5% CO2.

Al dia siguiente, se recogio el sobrenadante (células en suspension), se contaron y
se prepard una suspension celular de 5 x 10° células/mL. Estas células no adherentes
aisladas, se cultivaron en presencia de M-CSF (10 ng/mL) durante 3 dias, dando lugar a

macrofagos de la médula 6sea (BMMs).

Los BMMs fueron cultivados con M-CSF y RANKL (20 ng/mL) e incubadas en

presencia o ausencia de OLE (25, 50 y 100 uM) durante 4 dias. El medio con los
diferenciadores y los tratamientos se refresco cada dos dias.

Obtencion y cultivo Induccidn de . .,
de células — macréfagos™— Diferenciacion de osteoclastos
Recuento de células Recambio de medio
Medio a-MEM Medio a-MEM y Medio o-MEM, M-CSF (20 ng/mL),
M-CSF RANKL (20 ng/mL)

Tratamiento con OLE

Figura 5. Esquema del proceso de obtencién de osteoclastos a partir de células de médula 6sea de
hembras de ratén CD1, control (sin tratamiento) y tratamientos con OLE a las dosis estudiadas (25, 50 y
100 pM).

I1l.  VIABILIDAD CELULAR (SRB)

Los BMMs, procedentes de las células de la médula osea tratadas con M-CSF y
sembradas en placas de 96 pocillos (2’5 x 10° células/pocillo) se incubaron en presencia
0 ausencia de OLE o con él (25, 50, 100 y 200 uM) durante 24h. El efecto del OLE en la
viabilidad celular se realiz6 a través del ensayo de sulforodamina B (SRB) (Skehan et al.,
1990). Tras la incubacién se afiadié 50 mL de acido tricloroacético 50% p/v para fijar las
células adherentes a la placa y se incubd 60 minutos a 4°C. Se elimino el sobrenadante,

lavé con agua destilada cinco veces y secd al aire. Para la tincion de las células se agreg6

16



a cada pocillo 50 pL de la solucion SRB 0,4% p/v disuelta en &cido acetico 1%. Luego
se incubd 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacion se repite el proceso
anterior de lavado y secado utilizando &cido acético 1%. Para medir la absorbancia se
afiade a cada pocillo 100 pL de solucion Tris base 100 mM con pH 10,5 y se midio la

absorbancia a 510 nm.

El 100% de viabilidad celular se asigno a la absorbancia de las células control (sin
tratar) y se calcul6 el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con las distintas

concentraciones de OLE comparando sus absorbancias con las del control.

IV.  TINCION Y ACTIVIDAD TRAP

Para realizar la tincion y actividad TRAP se utilizaron las células obtenidas el dia 6

(figura 5), sembradas en placas de 96 pocillos (2’5 x 10* células/pocillo).
e Tincion TRAP

La tincion de TRAP se realizo utilizando un kit de leucocitos de fosfatasa acida
(Sigma-Aldric®).

Se aspiro el medio presente en los pocillos y lavo con PBS 1x, repitiendo el proceso

3 veces.

Para fijar las células se afiadi6é 100 pL de Fix solution (acetona, solucién de citrato
y formaldehido 37%) por pocillo. Tras 30 segundos se aspir6é y lavd 3 veces con agua
Milli-Q a 37°C.

Para la tincion se afiadié 100 pL de TRAP staining solution por pocillo e incub6 30
minutos a 37°C protegido de la luz. Se aspird y lavé 3 veces con agua Milli-Q. Las células
multinucleadas positivas para TRAP que contenian mas de tres nucleos se calificaron
como osteoclastos y se examinaron con un microscopio Olympus (40x) (Modelo 1X71,
Olympus, Center Valley, PA, EE. UU.).

e Actividad TRAP

La actividad TRAP se determind utilizando un kit de ensayo TRAP (Takara Bio®).
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Se mezclaron 50 pL de extracto celular y 50 uL de p-nitro-fenil fosfato (pNPP) con
una solucion de tartrato de sodio y se incubaron a 37 °C durante 25 min. La reaccion se
detuvo con NaOH 0,5 N y se midi6 la absorbancia a 405 nm.

V. DETERMINACION DE CITOCINAS

Las células no adherentes aisladas de la médula dsea se sembraron en placas de 24
pocillos (2,5 x 10* células/pocillo), se cultivaron en presencia de M-CSF (10 ng/mL)
durante 3 dias, dando lugar a BMMs. Estos macrofagos, fueron tratados con M-CSF y
RANKL (20 ng/mL) e incubadas en presencia o ausencia de OLE (25, 50 y 100 uM)
durante 4 dias. Los sobrenadantes del cultivo fueron recogidos y conservados a -80 °C.

Se utilizo6 el enzimoinmunoanalisis (ELISA) competitivo utilizando el kit comercial
de eBioscience® y siguiendo su protocolo para determinar la cantidad de 1L-6 y TNF-a.
El método se basa en la competicion entre una citocina estandar y la IL-6 y TNF-a. por
un anticuerpo (Ac) policlonal anti-TNF-a. o anti-IL-6 presente en el recubrimiento de la
placa. Después de incubar, se afiadié un Ac monoclonal que se une al Ac anterior y esta
ligado a la enzima de deteccidn, la catalasa. Tras lavar y adicionar el sustrato se produjo
la reaccion enzimatica coloreada, midiéndose la intensidad a 450 nm y relacionandose

directamente la absorbancia con la concentracion de cada citocina en las muestras.

VI. EXPRESION GENICA

Los BMMs se incubaron en presencia o ausencia de OLE (25, 50 y 100 uM) y
fueron tratados con M-CSF y RANKL (20 ng/mL) durante 4 dias. Pasado el tiempo de
tratamiento, el ARN de las células se extrajo utilizando TRIsure™ (Bioline®) y las
columnas del kit comercial Quick-RNA™ Microprep Kit (Zymo Research®). La
concentracion de ARN de las muestras se determind mediante la relacion A260/A280 en
un espectrofotometro NanoDrop™. 1 pug de ARN, se someti0 transcripcion inversa
mediante el kit de retrotranscripcion iScript RT Supermix (Bio-Rad®), en un
termociclador T100™ (Bio-Rad®).
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Este ADNCc obtenido, se utilizd para las amplificaciones por PCR en tiempo real.
Los niveles de ARNm para genes especificos se determinaron en un sistema CFX96 (Bio-
Rad®) siguiendo el siguiente protocolo: 1 ciclo de activacion (95°C, 2 minutos), 40 ciclos
de desnaturalizacion (95°C, 5 segundos), 40 ciclos de union al cebador/extension de
cadenas (60°C, 30 segundos) y 1 ciclo de curva de fusion (65-95°C en incrementos de

medio grado, 5 segundos/ incremento).

Para cada reaccion de PCR, al ADNCc se le agregé SYBR green QPCR Super-mix
(Bio-Rad®) que contenia los pares de cebadores del gen a determinar: TRAP, MMP-9,

CTSK y NFATcl; B-actina se utiliz6 como gen de referencia.

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron por duplicado y se usaron los
nameros de ciclo de umbral (Ct) promedio de los duplicados para calcular la expresion
relativa de ARNm de los genes candidatos. EI cambio en la expresion de ARNm para los
genes seleccionados se calculo utilizando el método estandar 2-(AACt). Todos los datos
se normalizaron al contenido del gen de referencia endogena (B-actina) y se expresaron

como cambio relativo del control.

VII. ESTUDIO ESTADISTICO

Los valores que aparecen tanto en las figuras como en el texto fueron expresados

como la media aritmética + el error estandar de la media.

Las diferencias significativas entre grupos se evaluaron mediante el test BMSC
ANOVA, utilizando el test de comparacion multiple de Tukey. Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Los datos fueron evaluados con Graph Pad
Prism® version 5.01 software (San Diego, CA, EE. UU.).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La implicacion de la actividad osteoclastogénica exacerbada en patologias dseas
esta bien documentada (Gai et al., 2022; Hienz et al., 2015; Pietschmann et al., 2022;
Rabjohns et al., 2021). Por ello, la busqueda de nuevas moléculas para normalizar esta
actividad y con ello reducir la sintomatologia y frenar la progresion de enfermedades
como la OP es esencial para la mejora en la calidad de vida de estos pacientes. Disefiamos
este estudio para investigar si OLE tenia algun papel en la regulacién de la actividad
transcripcional de genes relacionados con la diferenciacion y la funcion de los
osteoclastos derivados de BMMs murinos tratados con M-CSF/RANKL, ya que estudios
previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion habian puesto de manifiesto
el potencial antiinflamatorio y antiartritico de OLE (Montoya et al., 2021). Sin embargo,
hasta la fecha no se conoce el potencial antiosteoclastogénico de OLE en células de la
médula dsea estimuladas con M-CSF/RANKL.

.  EFECTO DEL OLEOCANTAL EN LA VIABILIDAD CELULAR

Para determinar el efecto de OLE sobre la viabilidad de los BMMs murinos se
utilizé el método SRB. Los resultados muestran que, a excepcién del tratamiento con la
concentracion de 200 pM, las concentraciones utilizadas de OLE para este estudio (25,
50 y 100 uM) no resultaron toxicas, ya que todos los valores de viabilidad celular se

encuentran por encima del 80% (Figura 6).

_ 100- -~ DMSO
s = = &
S = OLE
=]
< 80
o T
T 604 =
=2
o 40+
K.
°>\a 20

Y T T T T

200 100 50 25 uM

Figura 6. Efecto de OLE en la viabilidad celular en células tratadas con M-CSF. Las concentraciones

utilizadas en este estudio no afectan a la viabilidad de los BMMs murinos. Las células fueron tratadas con
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OLE (25-200 uM) durante 24h. Resultados expresados en porcentaje de viabilidad celular respecto a las

células control (células sin tratamiento).

II.  TINCION Y ACTIVIDAD TRAP

El tejido 6seo muestra una expresion alta de enzima TRAP, siendo principalmente
exhibido por parte de pOC y osteoclastos multinucleados, ya que la enzima TRAP de
estas células participa en la degradacion de matriz 6sea. Actualmente se utiliza como
biomarcador, tanto para la identificacion histoquimica de osteoclastos como marcador

sérico de la actividad de los osteoclastos y el recambio 6seo (lgarashi et al., 2002).

Para determinar la implicacion de OLE sobre la osteoclastogénesis, los BMMs se
estimularon con M-CSF/RANKUL en presencia de las diferentes concentraciones de OLE
(25, 50 y 100 uM) durante 4 dias; las células multinucleadas tefiidas con mas de tres
nucleos se consideraron TRAP-positivas. Los resultados mostraron que OLE inhibio la
formacion de osteoclastos inducida por M-CSF/RANKL en los BMMs.

Como se muestra en la figura 7, en el grupo control, el tratamiento con M-
CSF/RANKL gener6 numerosos osteoclastos multinucleados positivos en TRAP. Sin
embargo, las distintas concentraciones de OLE redujeron eficazmente el niumero de
células multinucleadas positivas para TRAP, observandose en las células tratadas con la

concentracion mas alta (100 pM) la mayor inhibicion.

CONTROL OLE 100 uM OLE 50 pM OLE 25 pyM

Figura 7. Fotografias representativas de células examinadas mediante tincion TRAP. BMMs
estimulados con M-CSF/RANKL en presencia o ausencia de OLE (25, 50 y 100 uM) durante 4 dias.

Imagenes tomadas en microscopio éptico 40x.
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La actividad enzimatica de TRAP se obtiene mediante un método colorimétrico que
posteriormente se cuantifica relacionando la intensidad del color con la absorbancia a 405
nm. El grupo control muestra un aumento en la actividad de la enzima TRAP en los
osteoclastos maduros sin tratar, mientras que en las células tratadas con OLE se observo

una disminucion de dicha actividad (figura 8).
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Figura 8. Actividad TRAP en osteoclastos. Actividad enzimética de TRAP representada en absorbancia
a 405 nm. Disminucidn de la actividad enziméatica conforme aumenta la dosis del tratamiento y respecto a
los datos control. Datos expresados en media + error estandar de la media (SEM) (n=6). *p<0,05y

***p<0,001 respecto a células control sin tratamiento.

Los resultados obtenidos tras la tincion y la medida de la actividad TRAP muestran
la propiedad antiosteoclastogenica de OLE, al reducir el nimero de células

multinucleadas TRAP-positivas, asi como inhibir la actividad de dicha enzima.

1. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON OLEOCANTAL EN LA
EXPRESION DE LAS CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS IL-6 Y TNF-o,

La IL-6 esta involucrada en procesos inflamatorios y su produccion en las células
del estroma de la médula 6sea desencadena la estimulacion de RANKL (Jang et al., 2021),
cuya presencia promueve la diferenciacién de los osteoclastos, contribuyendo al proceso
de degradacion 6sea.

El TNF-a es principalmente sintetizado por macrofagos y linfocitos T (Bradley,
2008), por lo que esta involucrado en diversos procesos inflamatorios y relacionados con

la respuesta inmunitaria. En concreto, a través del receptor TNFR1 desencadena una de

22



sus vias de sefializacion que desemboca en la activacion del factor NF-kf y las MAPK,
lo que induce inflamacidn y también proliferacidn y supervivencia celular (Jang et al.,
2021).

Esta citoquina esta relacionada con enfermedades como la AR o la espondiloartritis
anquilosante en las que se produce destruccion de tejidos entre los cuales esta el hueso
(Bradley, 2008).

Como puede observarse en la figura 9 (A) la produccién de I1L-6 se vio aumentada
en las células del grupo control, tras el tratamiento con M-CSF/RANKL. Sin embargo,
en los osteoclastos tratados con las concentraciones de 50 y 100 uM se produjo una
reduccion significativa de los niveles de dicha citocina. Por el contrario, en las celulas
tratadas con la concentracion de 25 UM no se observaron diferencias significativas en los
niveles de IL-6.

Del mismo modo, el tratamiento con M-CSF/RANKL indujo un incremento de los
niveles de TNF-a en las células control, pero el tratamiento con el secoiridoide a las
concentraciones de 50 y 100 uM fue capaz de reducir significativamente dichos niveles

(figura 9B) en comparacion con el grupo control.

A IL-6 B TNF-a
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Figura 9. Niveles de las citoquinas IL-6 y TNF-a en osteoclastos murinos. Las graficas Ay B
muestran los niveles de citoquinas, en BMMs estimulados con M-CSF/RANKL en presencia o ausencia
de OLE (25, 50 y 100 uM) durante 4 dias. Los resultados han sido obtenidos mediante ensayo ELISA y
medicién de la absorbancia a 450 nm. Datos expresados en media + SEM (n=6). ***p<0,001 y *p<0,05

respecto a células control sin tratamiento.

La disminucion de los niveles de estas citoquinas en las células tratadas con OLE

se encuentra en concordancia con los resultados obtenidos por otros autores, donde OLE
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fue capaz de inhibir la produccion de dichas citocinas en un cultivo primario de
condrocitos aislados de pacientes con osteoartritis estimulados con LPS (Scotece et al.,
2018). En otro estudio reciente, se ha demostrado que el tratamiento dietético con OLE
redujo de forma significativa los niveles de IL-6 y TNF-a en las patas de ratones, en un

modelo murino de AR inducida por colageno tipo 1l (Montoya et al., 2021).

IV. EFECTO DEL OLEOCANTAL EN LA EXPRESION DE GENES

NFATcl es un factor transcripcional clave en la osteoclastogénesis y regula la
expresion de varios genes asociados con la diferenciacion de los osteoclastos, como
TRAP, MMP-9y CTSK, entre otros (Chen et al., 2018).

Para determinar el papel de OLE en la diferenciacion de osteoclastos, estudiamos
su efecto sobre la expresidn de genes marcadores de los osteoclastos, incluidos NFATc1,
TRAP, MMP-9 y CTSK, en BMMs estimulados con M-CSF/RANKL durante 4 dias.

Como se indica en la figura 10, el estimulo con M-CSF/RANKL indujo en gran
medida la expresion de NFATcl, TRAP, MMP-9 y CTSK en los osteoclastos. Por el
contrario, el tratamiento de estas células con las distintas concentraciones de OLE redujo

de forma significativa la expresion de estos genes.
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Figura 10. Expresion de genes marcadores de osteoclastos. Las graficas A, B, Cy D representan la
expresion de los genes TRAP, NFATc1, MMP-9 y CTSK respectivamente en osteoclastos maduros tras la
estimulacién con M-CSF y RANKL en presencia o ausencia de OLE (25, 50 y 100 uM) durante 4 dias.
La expresion de midié mediante qPCR, utilizando como gen constitutivo el gen de la B-actina. Datos
expresados en media * error estandar (n=6). ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 respecto a células control

sin tratamiento.

Estudios previos han demostrado que la sobreexpresién de NFATc1 en precursores
de osteoclastos podria causar una induccién de la formacién de osteoclastos (Deng et al.,
2023) y la inhibicion de NFATc1 podria convertir las células TRAP-positivas en células
TRAP-negativas (Chang et al., 2007).

TRAP, MMP-9 y CTSK se expresan de forma abundante en los osteoclastos
contribuyendo a la reabsorcion 0sea de los osteoclastos (Jiao et al., 2023). Estos datos
estan en concordancia con lo obtenido en nuestro estudio ya que encontramos que el
tratamiento con M-CSF y RANKL indujo en gran medida la expresion de NFATc1,
TRAP, MMP-9y CTSK en los osteoclastos.

Sin embargo, OLE inhibio significativamente la expresion de genes marcadores
relacionados con la osteoclastogénesis en estas células estimuladas con M-CSF/RANKL,
lo que sugiere que OLE podria suprimir la diferenciacion de osteoclastos mediante la

regulacion negativa de la expresion de genes marcadores relacionados con la
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osteoclastogénesis. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos,
donde OLE fue capaz de regular a la baja la expresion de MMP-9 a través de la via de
sefializacion de STAT3 en una linea celular de melanoma (Gu et al., 2017). Por otro lado,
OLE produjo una modulacion negativa de MMP-9 en un modelo in vitro de fibrosis
hepatica (Gabbia et al., 2021).
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CONCLUSIONES

Los resultados de este Trabajo Fin de Grado permiten concluir que:

e Las concentraciones de OLE utilizadas para este estudio (25, 50 y 100 uM) no

afectaron a la viabilidad de los BMMSs murinos.

e OLE redujo eficazmente el nimero de células multinucleadas positivas para

TRAP, asi como la actividad de dicha enzima.

e El tratamiento con OLE a las concentraciones de 50 y 100 uM redujo de forma
significativa los niveles de las citocinas IL-6 y TNF-a.

e Tras el tratamiento con el secoiridoide, se observé una disminucion en la
expresion genética de los genes marcadores de osteoclastos: NFATcl, TRAP,
MMP-9y CTSK.

e Los resultados obtenidos sugieren que OLE podria formar parte del desarrollo de
nuevos tratamientos destinados a tratar patologias 6seas que cursan con una
exacerbacidn del proceso osteoclastogénico, debido a sus propiedades inhibidoras

en la diferenciacion de osteoclastos junto a su capacidad antiinflamatoria.
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