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Introduccion ,

El aluminio (Al) se encuentra depositado en altas con-
centraciones en el hueso en al menos tres de las cinco
lesiones clasicas de la osteodistrofia renal. Independien-
temente de la via de entrada en el cuerpo, la mayor pro-
porcion de Al se deposita en el tejido 6seo. Esta mayor
predisposicion a localizarse en el hueso podria estar me-
diada por citoquinas tales como las interleuquinas 1y 6
(IL1 e IL6) y el factor de necrosis tumoral (TNF), sustancias
cuyos niveles pueden aumentar durante la didlisis™2, y
que podrian favorecer la captacion de Al a través de los
receptores de transferrina (Tf), al igual que lo hacen con
el hiermo?.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de
IL1, TNF e L6 sobre la incorporacion de timidina, los ni-
veles de DNA y la captacion celular de Al en osteoblastos
humanos (células MG. 63).

Material y métodos

Cultivos semiconfluentes de la linea humana «osteo-
blasto-like» MG-63 fueron incubados durante 24 6 48 ho-
ras en frascos de 25 cm?, en 5 ml MEM-Earle {Cultek, Ma-
drid), suplementado con suero fetal bovino (0,2 %), albd-
mina humana (0,2 %, Sigma, Madrid) y con 100 pug/ml de
AlTf. Se afadieron distintas concentraciones de IL-1, TNF
0 -6 a los cultivos. Después de la incubacion, las células
se lavaron con suero fisiologico (PBS) y se lisaron con
0,05 % dodecil sulfato sédico (SDS). Se midi6 la captacion
de Al por espectrometria de absorcion atémica y el con-
tenido de DNA por fluorimetria, para expresar (a capta-
cion del Al en ng Al/ug DNA.

La proliferacion celular se midi6 mediante la incorpo-
racion de timidina tritiada. Cuatro horas antes del final de
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la incubacion, se afiadio a la suspension celular 5 uCi de
3H-timidina (Amersham International, actividad especifica
de 5 Ci/mmol), y a continuacion las células se lavaron y
lisaron con SDS y la radiactividad se determiné en un con-
tador beta.

Resultados
Captacién de aluminio

Tanto la IL-1 como el TNF aumentaron la captacion de
Al por las células MG-63 (fig. 1). Las concentraciones Op-
timas fueron de 50 unidades/ml para ambas citoquinas.
Sin embargo, los resultados con IL-6 afiadida a concen-
traciones entre 0,001 y 10 unidades/ml fueron muy varia-
bles, por lo que no se realizaron mas estudios con esta
citoquina. Cuando las células fueron incubadas durante
24 horas en lugar de 48 horas, la captacion de Al dismi-
nuyd un 34 y 26 % en las células incubadas con TNF e
IL-1, respectivamente. Sin embargo, en los controles la
captacion de Al fue casi idéntica tanto a 24 como a 48 ho-
ras. La captacion de Al por las células incubadas con IL-1
y TNF durante 24 horas fue mayor que en los controles,
al igual que en las células incubadas durante 48 horas.

Proliferacién celular

El TNF impidi6 el crecimiento de las células y no se ob-
servO ninglin aumento en la captacion de timidina entre
las 24 y 48 horas de incubacion (fig. 2). El efecto inhibidor
de la IL-1 fue menor, y hubo més incorporacién de timi-
dina a las 48 horas que a las 24, lo que significa que las
células crecieron, aunque de forma més lenta que los con-
troles.

Contenido de DNA

A las 24 horas no hubo diferencia entre los distintos
grupos en el contenido de DNA. Por otra parte, a las
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Efecto de IL-1 y TNF sobre la captacion
de Al por las células MG-63

<
4
a
£
=<
®
unidades de IL-1/ml
* p<0,01
# p<0,05
0,81 *
0,6 4

ng Al/ug DNA
<
+

=
[%}
1

unidades de TNF/ml

* p<0,01

Fig. 1.—Las células fueron incubadas durante 48 horas en presencia de
distintas concentraciones de IL-1 (a) y TNF (b). Los resultados
corresponden a un experimento representativo, que se repitio

3 veces, y son la media + SD de cultivos por triplicado.

48 horas el contenido de DNA en las células incubadas
con TNF fue 37 % menor que a las 24 horas, mientras en
las células incubadas con IL-1y en los controles, la can-
tidad de DNA aument6 un 32y 39 % a las 24 y 48 horas,
respectivamente.

Discusion
En este trabajo se ha demostrado que tanto la IL-1

como el TNF aumentaron la captacién de Al por los os-
teoblastos MG-63, alcanzando valores mas significativos a
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partir de 50 unidades/ml (p <0,05), especialmente a las
48 horas de incubacion. Ademas, el TNF inhibi6 la incor-
poracion de timidina, que es una medida de la prolifera-
cion celular, y produjo necrosis celular, siendo su efecto
mayor a las 48 horas que a las 24. Tatakis y Dziak* tam-
bién han encontrado un efecto inhibidor del TNF sobre
la proliferacion de osteoblastos.

La IL-1 también produjo una disminucién en la prolife-
racion celular, pero ésta fue menos acentuada que con el
TNFy ademas no hubo necrosis celular, dado que la can-
tidad de DNA sigui6 aumentando entre las 24 y 48 horas.
Linkhart y cols.’ han observado que la IL-1 inhibe la pro-
liferacion de osteoblastos y estimula la resorcion 6sea.

La disminucién del contenido de DNA y de la prolife-
racion celular observada en este estudio podria ser debi-
da no solamente a las citoquinas en si, sino también al
aumento en la captacion de Al, ya que Kasai y cols.® han
demostrado que el Al inhibe la sintesis de DNA en osteo-
blastos in vitro. Se ha encontrado también que el Al esti-
mula la produccion de IL-1 por monocitos’. Asi, se pue-
de considerar el efecto de las citoquinas IL-1y TNF y del
Al como un mecanismo sinérgico en la inhibicion de la
funcién de los osteoblastos. Este mecanismo puede con-
vertirse en una condicién crénica en los pacientes de dia-
lisis, en los que los niveles de IL-1 y TNF aumentan per-
manentemente con respecto a los controles’.

Por Gltimo, no se observd ningun efecto reproducible
de la IL-6 sobre la captacion de Al por las células MG-63.
Tampoco hubo efecto sobre la proliferacion celular (da-
tos no presentados), lo cual esta de acuerdo con los ha-
llazgos de Linkhart y cols.. Es posible que la falta de efec-
to de la IL-6 sobre la captacion de Al se relacione con la
ausencia de un efecto sobre la proliferacion celular.

En resumen, estos resultados sugieren que la liberacion

Proliferacion de células MG-63
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Fig. 2.—Las células fueron incubadas durante 24 6 48 horas en
presencia de 50 unidades de TNF o IL-1 o sin citoquinas (control). Los
resultados son de un experimento representativo, repetido 6 veces, y
son la media t SD de cultivos por cuadruplicado.



de citoquinas producida durante la didlisis podria aumen-
tar el efecto toxico del Al sobre el metabolismo 6seo, au-
mentando la concentracion celular de Al'y a la vez dismi-
nuyendo el crecimiento de los osteoblastos.

Este proyecto ha sido parcialmente financiado por una beca del
Ministerio de Educacion y Ciencia (1992).
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