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I. INTRODUCCION
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1. TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es un tejido altamente complejo, formado por un componente
celular y una matriz organica calcificada (constituida por fibras y por una sustancia

fundamental impregnada en sales de calcio).

Los tres tipos celulares del tejido dseo son:

- Los osteoblastos, células responsables de la formacion de tejido.
- Los osteocitos, células principales del tejido adulto.

- Los osteoclastos, células responsables de la resorcion del tejido dseo.

Existe en el tejido 6seo un “pool” de células madre formado por una serie de
células mesenquimatosas indiferenciadas. Estas células se multiplican por mitosis,
diferenciandose unas en osteoblastos (que se convertirdn después en osteocitos) y las

otras en osteoclastos (Poirier, 1985).

La matriz 6sea, donde se ubican las células, consta de una matriz organica
impregnada en sales minerales, la cual estd formada en un 90% de colageno,
principalmente de tipo I, y en un 10% por proteinas no colagénicas. La mayoria de éstas
son proteinas fosforiladas, como la osteonectina; proteinas que contienen acido -
carboxiglutamico como la osteocalcina; sialoproteinas como la osteopontina;
proteoglicanos y proteinas séricas. La funcion y distribucion de estas proteinas no es del
todo conocida pero se cree que participan activamente en la mineralizacion de la matriz

(Aubin, Liu, Malaval, & Gupta, 1995).

Las sales minerales presentes en el tejido dseo son principalmente carbonato y
fosfato calcico, que se encuentran en forma de fosfato célcico amorfo y de cristales de

hidroxiapatita (Ca;o (PO4)s(OH),).

Los elementos constituyentes del tejido 6seo se organizan de diversas formas.

Existen dos grandes tipos fundamentales de organizacion de estos elementos:
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El tejido 6seo laminar, “secundario”, “adulto” o “definitivo™: es el tipo que se
encuentra normalmente en el adulto y va siempre precedido de un tejido 6seo no

laminar al que sustituye progresivamente.

El tejido 6seo no laminar, “primitivo” o “inmaduro”, de fibras entrecruzadas: es
el tipo que aparece inicialmente y que serd sustituido por tejido dseo laminar. En
circunstancias especiales como reparacion de fracturas, tumores, etc., la formacion

acelerada de tejido dseo en el adulto origina la forma no laminar (Poirier, 1985).

1.1. Formacion del tejido dseo

En los adultos humanos, la formaciéon o6sea ocurre generalmente por
remodelacion. Los eventos implicados en la formacion y remodelacion 6sea incluyen: el
cese de la actividad osteoclastica y la desaparicion de los osteoclastos del lugar de
resorcion; atraccion de los precursores de osteoblastos a dicho lugar; proliferacion de
los precursores de osteoblastos; diferenciacion de estos precursores a osteoblastos
maduros con capacidad de secretar colageno; formacion de matriz mineralizada y cese

de la actividad osteoblastica (Pfeilschifter & Mundy, 1987)

Al final de la secuencia de formacidn, cuando no se requiere mas sintesis de
matriz dsea, los osteoblastos pierden su capacidad sintética y quedan como osteoblastos
inactivos, células de la linea de formacion dsea o bien resultan atrapados en el frente de

calcificacion, incluyéndose en el hueso como osteocitos.

Los osteocitos son las células encargadas de mantener la integridad estructural
de la matriz mineralizada. Intervienen ademas en la liberacion o depdsito calcico para el
mantenimiento de la homeostasis del calcio en el cuerpo. Esta actividad en la regulacion
del calcio es controlada directamente por la concentracion de éste en el plasma e

indirectamente por las hormonas parato-hormona (PTH) y calcitonina.

Algunos estudios sugieren que los osteoblastos se ven sometidos a procesos de
muerte celular o apotosis en los lugares de remodelacion. Hay numerosos signos en los

lugares de resorcion que son consecuencia de la inhibicion de la actividad osteoclastica,



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

como el aumento de los niveles de calcio (Zaidi, 1990) y de fosfato (Yates, Oreffo,

Mayor, & Mundy, 1991).

De la misma forma, hay muchos mecanismos implicados en la atraccion de
precursores de osteoblastos a los lugares de resorcién, como son algunos constituyentes
de la matriz 6sea entre los que se citan fragmentos de coldgeno, osteocalcina o factores

de crecimiento (Mundy et al., 1995).

1.2. Resorcion 0sea

La resorcion 6sea es dependiente de la actividad del osteoclasto. Los agentes
promotores de ésta producen su efecto incrementando la formacién de osteoclastos y
activando los ya existentes. Actualmente se considera que en este proceso estan

implicados junto a los factores hormonales, distintos tipos celulares.

1.3. Reparacion osea

La reparacién oOsea tiene lugar tras un trauma y generalmente ocurre en dos
fases; una reparacion inicial y una segunda remodelacion. Tras el trauma, son liberados
distintos mediadores desde el tejido, asi como desde los componentes celulares de la
sangre. Granulocitos, monocitos y linfocitos migran a la herida acompanados de células
mesenquimales pluripotenciales. Estas células producen en el lugar del trauma un
exudado con citoquinas y mediadores de la inflamacion que reclutan mas células
inflamatorias y factores de crecimiento. Dependiendo del estimulo, las células migran,
proliferan y se diferencian en células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y
osteoblastos, los cuales produciran vasos y un nuevo tejido conectivo local que
reemplazard al coagulo que se origina como consecuencia de la hemorragia que produce
el trauma. Las células con propiedades fagociticas como los macrofagos digeriran los
restos de tejido. Después los condroblastos y osteoblastos formaran el callo dseo

(LaStayo, Winters, & Hardy, 2003).

Por tanto, junto a factores vasculares y mecdnicos, en la osteogénesis y
modelado d6seo intervienen hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y proteinas

osteoinductoras (Mott, Mailhot, Cuenin, Sharawy, & Borke, 2002).
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Si bien clasicamente se ha considerado a las hormonas sistémicas, y en particular
a la somatotropa y a las hormonas calcitotrdpicas (paratohormona, calcitonina,
calcitriol), como las mayores responsables del crecimiento y remodelado 6seo, cada vez
hay mas evidencias que atribuyen un papel importante a los factores de crecimiento
(David Roodman, 2003). Estos polipéptidos con capacidad mitogénica, serian
producidos por las propias células esqueléticas o por tejidos extraesqueléticos. En el
primer caso actuarian como factores autocrinos o paracrinos sobre las propias células
que los originaron, o sobre las inmediatas a ellas, y en el segundo serian transportados
por la sangre hasta el hueso (Takigawa, Nakanishi, Kubota, & Nishida, 2003). Asi, el
balance entre resorcion y la formacion 6sea es regulado, entre otros, por una serie de
citoquinas que incluyen el factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF),
interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 11
(IL-11), prostaglandina E, (PGE,), factor de necrosis tumoral-o (TNF-a) vy factor
trasformador de crecimiento B (TGF-B), que son sintetizados por células estromales de
la médula 6sea y por los osteoblastos, y que actian modulando la actividad y

diferenciacion de los osteoblastos (Jilka, 1998).

Por tanto, el remodelado del hueso es un fendémeno complejo. El mantenimiento
de una masa y morfologia 6sea determinadas es consecuencia de su continua, ordenada
y equilibrada resorcion y formacion. Estos procesos, a su vez, estdn determinados por

factores genéticos, vasculares, mecanicos, sistémicos y locales.



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

2. OSTEOBLASTOS

El tejido 6seo esta formado por una serie de células, entres las que se encuentran
los osteoblastos, que son la poblacion celular objeto de nuestro estudio. El término
osteoblasto describe una linea de células que cambia considerablemente sus propiedades
en los diferentes estadios de desarrollo o diferenciacion. Frecuentemente, se usa para
describir a las células responsables de la sintesis y secrecion de matriz Osea, o
componente organico de la matriz extracelular del nuevo hueso, también conocida como
matriz y osteoide. No obstante, el linaje osteoblastico también incluye al preosteoblasto,
al osteocito y la célula lining 6sea también llamada osteocito de superficie, osteoblasto

inactivo, célula lineal endostica o célula mesenquimal plana.

2.1. Origen (ontogenia)

Los osteoblastos se originan a partir de células mesenquimales primitivas
pluripotenciales, que dan lugar a una progenie con capacidad de diferenciaciéon mas
limitada, incluso monopotencial. Los mediadores que inducen estos pasos, son todavia
desconocidos, aunque esta demostrado que los glucocorticoides, la superfamilia TGF-f3
y la proteina morfogenética de hueso (BMP) desempefian una funcién reguladora en

estadios de diferenciacion tempranos de algunas lineas celulares (Aubin et al., 1995).

Algunos investigadores mantienen la hipdtesis de que, a partir de un Unico
precursor derivado de células mesenquimales, se originan los osteoblastos, los
adipositos y las células hematopoyéticas secundarias en la médula 6sea; cada una de
estas lineas se distingue en base a su morfologia y funcion. En los altimos afos este
precursor se ha identificado como células Westen-Baiton, células progenitoras
mesenquimales y células fibroblasticas estromales de la médula (Bianco & Boyde,
1993) (Caplan, 1994; Gundle, Joyner, & Triffitt, 1995; Gimble, Robinson, Wu, &
Kelly, 1996) (Wada, Inagawa-Ogashiwa, Shimizu, Yasumoto, & Hashimoto, 2002).

La existencia de un progenitor pluripotencial hace que haya una estrecha
relacion entre los adipocitos y los osteoblastos. En este sentido, los mecanismos que
regulan la formacion de adipocitos en el estroma pueden favorecer la osteogénesis y la

hematopoyesis. De hecho éstas células expresan fenotipo osteoblastico, como actividad
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fosfatasa alcalina, sintesis de osteocalcina, osteopontina o coladgeno tipo IV, expresion

de CD44, VCAM vy de citoquinas, etc. (Gimble et al., 1996; Noth et al., 2002).

Asimismo, entre las lineas celulares de osteoblastos y condroblastos también
existe una relacion muy estrecha. Aun no se ha podido demostrar que exista un
progenitor bipotencial para células formadoras de hueso y cartilago aunque se han
aislado clones derivados de tibia de embrion de pollo que expresan bipotencialidad para

hueso y cartilago (Hall et al., 2001).

En esta linea, parece apropiado considerar, ademas de un progenitor bipotencial,
la posibilidad de la transdiferenciacion o un cambio fenotipico directo de unas células a
otras. Esta hipotesis esta reforzada por el hecho de que los condrocitos no mueren sino
que pueden transdiferenciarse en osteoblastos e incluso pueden expresar fenotipo
osteoblastico, como la expresion de matriz mineralizada o la expresion de marcadores

de superficie (Aubin et al., 1995).

2.2. Diferenciacion

La diferenciacion consiste en el proceso de especializacion de la estructura y la

funcidn celular que tienen caracter progresivo, y al parecer irreversible.

Segun las etapas de proliferacion celular, al comienzo de la formacion de
nddulos, la secuencia de desarrollo osteobldstico comprende tres fases: proliferacion,
sintesis de matriz y maduracién, y mineralizacion (Liu, Malaval, Gupta, & Aubin, 1994;

Malaval, Modrowski, Gupta, & Aubin, 1994).

Basandonos en estudios morfolédgicos e histologicos, las células osteoblasticas se
dividen en una secuencia lineal desde osteoprogenitores a preosteoblastos, osteoblastos
y osteocitos. Los osteoblastos son identificados por su morfologia, su localizacion en el
hueso y por su capacidad de sintetizar matriz mineralizada, ademas de tener propiedades
como la sintesis de coldgeno tipo I (COLL-I), osteopontina (OPN), osteonectina,
sialoproteina 6sea (BSP), osteocalcina (OCN) y actividad fosfatasa alcalina (ALP); asi
como la respuesta a hormonas y a los factores de crecimiento. Los cambios en la

expresion de estas moléculas estan relacionados con los distintos grados de desarrollo y
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maduracion de los osteoblastos; asi, en estudios in vitro, se ha comprobado que la
sintesis de colageno tipo I disminuye con la maduracion, la actividad fosfatasa alcalina
decrece con la mineralizacion, la osteopontina aparece antes que otras proteinas como la
sialoproteina y la osteocalcina, etc. En este sentido existe informacion que muestra que
marcadores como la actividad fosfatasa, la sintesis colagénica y no colagénica y la
respuesta a hormonas, entre otros, refleja la existencia de células relativamente maduras.
Las etapas de diferenciacion o maduracion de cada una de las moléculas mencionadas
se expresa en relacion al desarrollo de otros marcadores como la adquisicion de la forma
cuboidal, que permiten reconocer los distintos estadios de diferenciacion de los
osteoblastos maduros. Existen otros indicadores de la maduracion de los osteoblastos,
asi por ejemplo, la presencia de acido ascorbico y B-glicerofosfato provoca en estas
células cambios estructurales en la formacion de noddulos, tanto a nivel histologico

ultraestructural como inmunohistoquimico (Aubin et al., 1995).

Los factores implicados en la estimulacion de la diferenciacion de osteoblastos a
formas maduras no estan claramente delimitados, aunque en estudios in vitro, parece
que BMP es un potente agente inductor de la diferenciacion (Martinovic et al., 2006;
Okamoto, Murai, Yoshikawa, & Tsumaki, 2006), asi como lo son el fluoruro,
1,25(OH),-vitamina D y el acido retinoico (Mundy et al., 1995; Ogston, Harrison,
Cheung, Ashton, & Hampson, 2002).

2.3. Identificacion

2.3.1. Identificacion morfolégica

2.3.1.1. Microscopia optica

Los osteoblastos son células grandes que, al ser responsables de la formacion de
matriz dsea, se encuentran invariablemente en el frente de avance del hueso que crece o
se desarrolla. Durante el deposito activo de nueva matriz, se disponen en una capa
epiteloide de células cuboides o cilindricas bajas conectadas unas con otras mediante

expansiones cortas y finas.
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El nucleo, con un nucleolo muy desarrollado, esta con frecuencia en el extremo
de la célula mas distante de la superficie 6sea. Las células estan claramente polarizadas
hacia el hueso subyacente. Su aparato de Golgi, bien desarrollado, est4 situado entre el
nucleo y la base celular. Las mitocondrias son alargadas y bastante numerosas. El
citoplasma es azulado (intensamente basofilo a causa de su elevado contenido en RNA),
con un reticulo endoplasmico rugoso muy desarrollado, caracteristico de las células que

llevan a cabo una intensa sintesis de proteinas.

Los osteoblastos dan una fuerte reaccion histoquimica positiva para la fosfatasa
alcalina, y la reaccion del acido peryddico-Schiff muestra vacuolas citoplasmaticas
pequefias que contienen granulos rosados, a los que se supone precursores de la matriz
6sea. Cuando cesa la neoformacion activa de hueso y los osteoblastos adquieren forma
de huso, tales granulos desaparecen del citoplasma y la reaccion de la fosfatasa se
extingue répidamente (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil, Alobera-Gracia, del-

Canto-Pingarron, & Blanco-Jerez, 2006).

2.3.1.2. Microscopia electronica

En las micrografias electronicas se observa que los osteoblastos tienen una
estructura propia de células con una sintesis proteica intensa. El reticulo endoplasmico
es amplio y sus cisternas estan dispuestas en un orden paralelo. Sus membranas estan
tachonadas de ribosomas y €stos estdn también presentes en gran numero en la matriz
citoplasmatica. Las membranas del aparato de Golgi estdn bien desarrolladas y tienen
muchas vacuolas asociadas. Unas vacuolas de buen tamafio, que contienen material
amorfo o grumoso de apreciable densidad, corresponden al parecer a los granulos que se
tifien por el PAS (reaccion del 4acido peryodico-Schiff), observados en la microscopia de
luz. También se encuentran en ocasiones gotitas lipidicas y cuerpos densos limitados

por membrana, que probablemente sean lisosomas (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999).

2.3.2. ldentificacién bioquimica

Los estudios sobre células de aspecto osteoblastico han demostrado una serie de

propiedades asociadas al fenotipo de estas células, como la secrecion de osteocalcina,
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osteopontina, sintesis de colageno tipo I, actividad fosfatasa alcalina y produccion de

matriz mineralizada, entre otras.

2.3.2.1. Produccion de osteocalcina

La osteocalcina o proteina 6sea Gla, es sintetizada especificamente por los
osteoblastos (Ducy et al., 1996) y representa alrededor del 15% de las proteinas no
colagénicas de la matriz osteoide. Su molécula (49 aminoacidos) contiene tres restos de
acido gamma-carboxiglutdmico y un aminoacido que “liga” iones calcio, entre sus dos
grupos carboxilo. Como otras proteinas que poseen este aminodcido, su sintesis depende

de la vitamina K (Dost, Ten Cate, & Wiemann, 2002).

La produccion o el contenido de osteocalcina puede variar en presencia de
determinados factores, asi, disminuye con algunos aminodcidos como la arginina
(Chevalley, Rizzoli, Manen, Caverzasio, & Bonjour, 1998) y aumenta en presencia de
determinados factores de crecimiento como el factor de crecimiento fibroblastico
(bFGF) (Globus, Patterson-Buckendahl, & Gospodarowicz, 1988). Su nivel sérico
puede ser considerado como in indicador especifico de la actividad de las células

responsables del metabolismo Osea.

2.3.2.2. Produccién de osteopontina

Esta proteina de 317 aminodcidos y con un 20% de su peso molecular
correspondiente a 4cido sialico, es sintetizada por los osteoblastos, osteocitos,
condrocitos y fibroblastos. Tiene la capacidad de combinarse con la hidroxiapatita y
también de facilitar el anclaje de las células 6seas a la matriz mineralizada (Walker,

Preston, Magnay, Thomas, & El Haj, 2001)

2.3.2.3. Actividad fosfatasa alcalina

El marcador bioquimico mas utilizado para el reconocimiento del fenotipo
osteoblastico es la actividad fosfatasa alcalina (ALP). Esta es un enzima que libera

fosfato inorgéanico a partir de ésteres fosforicos, con pH optimo de accion de 8,6. Su
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funcion no es del todo conocida aunque se cree que estd involucrada en la

mineralizacion Osea y estd asociada a la membrana plasmatica de los osteoblastos.

La localizaciéon de esta enzima por técnicas citoquimicas se utiliza para
identificar poblaciones de osteoblastos en el hueso humano en desarrollo, asi como los
preosteoblastos del tejido conectivo mesenquimal y del estroma medular (Dodds,

Merry, Littlewood, & Gowen, 1994).

Existen determinadas sustancias que incrementan la expresion de la actividad
fosfatasa alcalina, como es la adicién de una dosis farmacolédgica de arginina (Chevalley
et al., 1998) o de glucocorticoides como la dexametasona (Dx) o FGF-2 (Walsh et al.,
2000).

2.3.2.4. Respuesta a hormonas

En la formacion de hueso intervienen gran cantidad de hormonas sistémicas
entre la que se encuentran la paratohormona (PTH), el calcitriol, la insulina, calcitonina,

hormonas tiroideas, hormonas sexuales y gluococorticoides, entre otras.

La paratohormona (PTH), a dosis bajas, estimula in vitro la proliferacion de los
osteoblastos y la sintesis de matriz osteoide. A dosis mas elevadas, inhibe la replicacion
de los osteoblastos y estimula la reabsorcion de cartilago y hueso por los osteoclastos,
ya que la PTH tiene la capacidad de inducir la liberacion de factores que liberan y/o
activan a los osteoclastos (CSF-1, M-CSF, IL-1, IL-6 y factor de diferenciacion
osteoclastica) por parte de las células de linaje osteoblastico (Weir, Lowik, Paliwal, &
Insogna, 1996; Romas et al., 1996; Yasuda et al., 1998; Onyia, Bidwell, Herring,
Hulman, & Hock, 1995). Asimismo, PTH aumenta el nimero de nuevos lugares de
formacion de hueso y de volumen 6seo (Horwitz, Tedesco, Gundberg, Garcia-Ocana, &
Stewart, 2003), ademas, juega un papel importante en la regulacion del metabolismo del
calcio (Grey, 1997). La PTH también aumenta la apoptosis en osteoblastos,

osteoprogenitores y osteocitos (Stanislaus et al., 2000).

El calcitriol, 1,25 (OH),-vit.D, inhibe in vitro e in vivo la proliferacion y

formacion de los osteoblastos a partir de sus precursores; desempeila un importante
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papel en la resorcion Osea osteoclastica y en la formacion dsea por los osteoblastos

(Norman et al., 1996).

El 1,25 dihibroxicalciferol es el metabolito mas efectivo de la vitamina D; o
colecalciferol, constituye el principal regulador de la homeostasis del calcio y tiene
efecto sobre varios tejidos, incluso muestra actividad antiproliferativa sobre células
normales y malignas (Holick, 1995). Esta hormona tiene efectos sobre la apoptosis
inducida por TNF-a, estimula la produccion de osteocalcina y la actividad fosfatasa
alcalina, como marcadores de osteoblastos maduros (Pascher, Perniok, Becker, &

Feldkamp, 1999).

La insulina tiene accion anabolizante sobre el hueso. In vitro incrementa la
incorporacion de aminoacidos al hueso embrionario y estimula la sintesis de proteinas
por los osteoblastos. In vivo se ha visto que el déficit insulinico inhibe la formacion de

cartilago y la osteogénesis (Cai et al., 2002).

La calcitonina es la principal hormona inhibidora de la resorcion Osea, al
disminuir la formaciéon y la actividad de los osteoclastos. Estas células tienen
abundantes receptores para esta hormona, y cuando se exponen a ella pierden su

movilidad y la capacidad de reabsorber hueso (Kenny & Raisz, 2002; Villa et al., 2003).

Por otra parte, se han atribuido a las hormonas tiroideas una accion directa sobre
las células osteoblasticas, acelerando su diferenciacion, proliferacion y actividad

fosfatasa alcalina (Klaushofer et al., 1995).

Los glucocorticoides poseen receptores en los osteoblastos e inhiben la sintesis

de matriz osteoide por estas células (Canalis, Pereira, & Delany, 2002).

La prostaglandina E, es un mediador de la formacion y resorcion de hueso.
Producida por los osteoblastos induce la sintesis de matriz osteoide y estimula la

reabsorcion dsea in vitro e in vivo (Ohshiba, Miyaura, & Ito, 2003).
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Los osteoblastos tienen receptores para los estrégenos, los que actiian inhibiendo
la resorcién 6sea y esta demostrado su efecto sobre la apoptosis de los osteoclastos
(Hughes et al., 1996). La progesterona, por su parte, tiene una accion positiva directa
sobre la formacion 6sea por los osteoblastos, accion que esta facilitada por la presencia
de estrogenos. La pérdida dsea que ocurre en muchas mujeres tras la menopausia o la
extirpacion ovarica precoz, obedeceria fundamentalmente a la privacion simultanea de
estrogenos y progesterona (Rickard et al., 2002). Ademas, los estrogenos actian
indirectamente sobre algunos factores locales y sistémicos tales como PTH, calcitonina,
vitamina D, prostaglandinas, factor de crecimiento semejante a la insulina 1 (IL-1), etc.

(Franchi & Schinko, 1995).

También existen receptores en las células O0seas para los andréogenos, que regulan
distintos aspectos de células de linaje osteoblastico como la proliferacion,
diferenciacion, mineralizacion, etc. Distintos estudios atribuyen a estas hormonas,
efectos anabodlicos y anti-reabsorcion sobre el hueso, pudiendo estar mediados por

factores como IGF-1, TGF-f e IL-6 (Hofbauer et al., 1999).

2.3.2.5. Produccién de matriz mineralizada

La matriz extracelular estd formada en un 90% por colageno, principalmente
tipo I, y en un 10% por proteinas no colagénicas. La mayoria de éstas son la
osteonectina, osteocalcina, sialoproteinas, proteoglicanos, albumina, etc. y se cree que
participan activamente en la mineralizacién de la matriz. Los cristales de hidroxiapatita

(Cajg (PO4)s(OH),) constituyen la parte mineral del tejido 6seo.

Existen estudios que demuestran que el colageno tipo I es sintetizado por los
osteoblastos durante los ultimos periodos de proliferacion y las primeras etapas de la

maduracion de la matriz (Stein, Lian, Stein, Van Wijnen, & Montecino, 1996).

2.3.3. ldentificacion antigénica

La caracterizacion antigénica de los osteoblastos es reciente, habiéndose descrito

la expresion de distintos antigenos de membrana, que son coexpresados por células que

tienen su origen en la médula osea.
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2.3.3.1.CDI10

La molécula CD10 también es conocida como antigeno de la leucemia
linfoblastica aguda (cALLa); es una glicoproteina con actividad endopeptidasa y esta
presente en la superficie de algunos tipos celulares: linfocitos pre-B, fibroblastos, “Stem
cells”, células epiteliales renales, células deciduales estromales, etc. (Platt, LeBien, &

Michael, 1983; Montes et al., 1996).

Se ha descrito mediante citometria de flujo la expresion del antigeno CD10 en
determinadas poblaciones de osteoblastos humanos, lo que sugiere que la expresion de
este antigeno puede ser una propiedad fenotipica de las poblaciones de osteoblastos y
por tanto un nuevo marcador del fenotipo osteoblastico, que puede ser utilizado como
dato complementario en la caracterizacion de esta poblacion celular (Reyes-Botella,

Montes, Abadia-Molina, Vallecillo-Capilla, & Ruiz, 1999).

2.3.3.2. CD44

La molécula CD44 (Underhill, 1993), es una molécula de adhesion funcional
expresada en osteoblastos. Define una familia de glicoproteinas de superficie celular,
que tienen capacidad de unirse al 4cido hialuronico y por tanto son consideradas como
receptores del mismo, que se encuentra presente en distintos tipos celulares: leucocitos,
fibroblastos, células epiteliales y los propios osteoblastos (Miyake, Underhill, Lesley, &
Kincade, 1990; Horton, 1995).

Entre las funciones que se les atribuyen esté el reclutamiento de leucocitos hacia
los tejidos (DeGrendele, Estess, Picker, & Siegelman, 1996) o la funcion de molécula
coestimulante de linfocitos T (Galandrini, De Maria, Piccoli, Frati, & Santoni, 1994);
sin embargo su papel a nivel de hueso no estd claro, aunque es evidente que esta

involucrado en el reconocimiento matriz-célula.

Se ha comprobado que el antigeno CD44 se expresa en los cultivos de
osteoblastos, concretamente durante el cambio de osteoblasto a osteocito (Reyes-

Botella, Montes, Vallecillo-Capilla, Olivares, & Ruiz, 2000). Igualmente, Aubin y col.
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incluyen la expresion de este antigeno en osteoblastos, aunque en menor intensidad que

en osteocitos (Aubin et al., 1995).

2.3.3.3. CD54, CD80, CD86 y HLA-DR

Existen otras moléculas como CD54, CD80, CD86 y HLA-DR que ejercen
algunas funciones descritas para el CD44. Estas moléculas estdn implicadas en los
mecanismos de presentacion antigénica y en la activacion de células T. Para llevar a
cabo esta funcion, las células presentadoras de antigenos desarrollan una primera sefal
que estimula las células T, a través del antigeno de clase II HLA-DR, y una sefial
coestimulante que depende de CD80 y CD86. Otras moléculas como el CD44 y CD54

complementan esta sefial estimuladora.

Estos resultados son la base del estudio por distintos grupos de investigacion del
papel de estas células en funciones tipicamente inmunoldgicas como la presentacion de
antigenos o la fagocitosis a nivel 6seo (Stanley, VanDort, Motyl, Endres, & Fox, 2006;
Schrum, Bost, Hudson, & Marriott, 2003; Schrum et al., 2003; Ruiz, Perez, Vallecillo-
Capilla, & Reyes-Botella, 2003).

2.3.3.4. Expresion de otros antigenos

Los antigenos tipicamente expresados en células hematopoyéticas han sido
investigados en los osteoblastos humanos en cultivo, observandose una expresion
negativa del CD45. Sin embargo, el anticuerpo CD34, que se asocia con un origen
hematopoyético y estd presente en células endoteliales y células hematopoyéticas
inmaduras, es positivo en los osteoblastos humanos en cultivo. De los antigenos del
linaje B, expresan CD20 y CD23 y no asi CD19; mientras que el antigeno de células T
(CD3) no se detecta. CD56, un antigeno de células NK, se detecta en una amplia
proporcion de células. Los antigenos del linaje mielomonocitico: CD11b, CD13, CD16
y CD36 son positivos y no asi el CD14, CD15 y CD33. También se expresan antigenos
como CD25 y CD38. El CD68 no se detecta en los cultivos. Finalmente cabe sefialar la
expresion positiva en el 100% de las células de antigenos especificos de las células
foliculares dendriticas (FDC y DRC-1) (Reyes-Botella, Montes, Vallecillo-Capilla,
Olivares, & Ruiz, 2002).
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CD14 es una glicoproteina de cadena sencilla que se localiza fundamentalmente
en la membrana de los monocitos, pero también se puede detectar en otras células como
granulocitos, algunos macrofagos y células dendriticas. CD45, llamado antigeno comtn
leucocitario, esta presente en la mayoria de los leucocitos, por lo que se considera un
antigeno con origen medular. Ambas moléculas, CD14 CD45, no se detectaron en
cultivos de osteoblastos (Reyes-Botella et al., 2002) lo que descartaba la contaminacion

por macrofagos.

El perfil antigénico descrito para los osteoblastos se ha basado en estudios con
cultivos primarios de osteoblastos utilizando como técnica de estudio la citometria de
flujo (Reyes-Botella et al., 2000; Reyes-Botella et al., 2002), no existiendo estudios que

lo confirmen en células frescas o cortes de tejido.

2.3.4. ldentificacién genética

Durante anos ha existido mucha dificultad en estudiar la diferenciacion de los
osteoblastos en comparacion con otros linajes celulares debido al desconocimiento de
proteinas especificas de osteoblastos. De hecho, muchas de las proteinas que expresan
estas células son expresadas por otras, como los fibroblastos y condrocitos. Hasta hace
poco se conocia un solo gen especifico de osteoblastos, envuelto en el proceso de
diferenciacion de los mismos: la osteocalcina (Hauschka, Lian, Cole, & Gundberg,
1989; Desbois, Hogue, & Karsenty, 1994; Ducy et al., 1996). Sin embargo, estudios
recientes en biologia molecular, desarrollo biolégico y estudios en genética humana y
animal han identificado al gen Cbfal, el cual es descrito como un factor de transcripcion
especifico de osteoblastos asi como una llave reguladora de su diferenciacion (Karsenty,
2000; Ducy, 2000). Se expresa en los osteoblastos diferenciados y regula la expresion
de osteocalcina, el Ultimo gen que se expresa durante la diferenciacion osteobléstica
(Ducy, 2000). La expresion de Cbfal es regulada por distintos factores, como las
proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) (Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall, & Karsenty,
1997) asi como por el propio gen (Ducy et al., 1999). Recientemente se ha demostrado
que la proteina que codifica este gen estd también implicada en los procesos de

interaccion epitelio-mesénquima de la morfogénesis dental (D'Souza et al., 1999).
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2.4. Papel funcional del osteoblasto

Entre las funciones atribuidas a los osteoblastos destaca la formacion de hueso.
El hueso del adulto esta sometido a un proceso de renovacion en las llamadas unidades
de remodelacion Osea. Comienza con la osteolisis, a cargo de los osteoclastos, que
liberan los minerales y degradan la sustancia osteoide. Las “lagunas”™ resultantes son
reparadas por la osteogénesis subsiguiente, obra de los osteoblastos, que en primer lugar
segregan la sustancia osteoide y después intervienen en su mineralizacion. Al final de la
secuencia de remodelacion, cuando no se requiere mas sintesis de matriz 6sea, los
osteoblastos pierden su capacidad sintética y quedan como osteoblastos inactivos o bien
resultan atrapados en el frente de calcificacion, incluyéndose en el hueso como
osteocitos, que tienen a su cargo la nutricion del tejido dseo y pueden desarrollar cierta
actividad desmineralizante. La osteolisis y la osteogénesis estan acopladas pero como
muchos otros procesos biologicos el remodelamiento no es perfecto, de tal forma que al
final de cada ciclo de resorcion-formacioén queda un pequeio déficit de masa dsea, lo
que explica que se asista a una pérdida paulatina de ésta a partir de la tercera o cuarta

décadas (Kohrt, 2001; Martinez, Esbrit, Rodrigo, Alvarez-Arroyo, & Martinez, 2002).

Los factores que intervienen en este proceso son muchos, entre ellos podemos
citar la paratohormona (PTH), la calcitonina, las hormonas tiroideas, los
glucocorticoides, las hormonas sexuales, las protaglandinas, factores de crecimiento,
factor transformador de crecimiento 3, somatomedinas, citoquinas como la interleucina-
1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF), entre otros (Gurlek, Pittelkow, & Kumar,
2002; Schilephake, 2002). El hueso se remodela constantemente en ciclos secuenciales
de formacion y resorcion, existiendo la evidencia de que ambas fases de este proceso

estan controladas por los factores secretados localmente (Mott et al., 2002).

En células osteoblésticas se han descrito algunos antigenos de superficie como
las moléculas de adhesion CD44y CD54, las moléculas de clase I HLA (DR y DQ) y
los antigenos CD80 y CD86 (Aubin et al., 1995; Reyes-Botella et al., 2000). Estas
moléculas estan implicadas en la activacion de células inmunes (Galandrini et al., 1994;
Seino et al., 1995; Lesley, Howes, Perschl, & Hyman, 1994). Estos resultados sugieren
que los osteoblastos constituyen una poblacion celular que comparte marcadores de

superficie con algunas células inmunocompetentes conocidas, aunque mantiene
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diferencias claras morfologicas, bioquimicas y antigénicas que le confiere un caracter
propio. Estos estudios proponen que los osteoblastos pueden tener actividades

directamente relacionadas con el sistema inmune.

En esta misma linea, distintos autores han descrito la capacidad de los
osteoblastos de fagocitar pequenias particulas de deshecho de biomateriales cuando son
usados en implantes médicos (Lohmann et al., 2000; Vermes et al., 2000). Asi mismo,
Ruiz y col. comprueban, mediante estudios in vitro con cultivos primarios de
osteoblastos humanos y tras 24 horas de incubacion en presencia de distintas particulas
diana, de diferente tamafo y naturaleza, que estas c€lulas presentan capacidad fagocitica
(Ruiz et al., 2003). Entre las dianas utilizadas se encuentran bolitas de latex y distintos
microorganismos como Escherichia coli, Klebsiella y Candida albicans. Mediante
microscopia electronica de transmision se confirm6 la presencia de las particulas

incorporadas al citoplasma.

Heinemann y col. relacionan esta capacidad fagocitica con la expresion del
antigeno CD68, marcador de los macréfagos, en cultivos de largo tiempo de evolucion
(Heinemann et al., 2000). Es mas, especulan con la existencia de un fenotipo mixto con
los macrofagos. Sin embargo, Reyes y col. describen una expresion negativa de este

marcador en osteoblastos humanos en cultivo (Reyes-Botella et al., 2002).

La expresion de los antigenos CD44, CD54, CD80, CD86 y HLA-DR y esta
capacidad para fagocitar microorganismos, estd relacionada con las propiedades de
ciertas células dendriticas que estan especializadas en la presentacion de antigenos,
junto a la expresion del antigeno CD21, especifico de las células foliculares dendriticas.
Por tanto, estos resultados sugieren que durante la diferenciacion de los osteoblastos, un
subtipo de los mismos puede verse envuelto en funciones inmunologicas como la
fagocitosis y la activacion de linfocitos T. Como indican Heinemann y col. (Heinemann
et al., 2000), la situacion in vitro puede reflejar la situacion in vivo. Ruiz y col. sugieren
que los osteoblastos, al estar en contacto con microorganismos y material
endoprotésico, pueden desempeiar funciones inmunoldgicas con el objetivo de
eliminarlos (Ruiz et al., 2003). Logicamente, el desempefio de esta actividad podria

conllevar cambios morfoloégicos, antigénicos y bioquimicos.
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Este nuevo rol atribuido a los osteoblastos puede llegar a ser muy importante en
determinadas situaciones, como procesos inflamatorios relacionados con la liberacion
de citoquinas. Estas pueden modular y acentuar la expresion del fenotipo antigénico del
osteoblasto, e incluso, desarrollar funciones de tipo inmunitario (presentacion de
antigenos y fagocitosis), lo que podria detener parcialmente los procesos de
diferenciacion y maduracion. Si bien, ello se propone como un mecanismo de

emergencia y no como un proceso fisioldgico.
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3. FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOQUINAS

El hueso se remodela constantemente en ciclos secuenciales de formacion y

reabsorcion. El balance entre la reabsorcion y la formacion 6seas estd influido por una

serie de factores, interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecanicos,

vasculares, nutricionales, hormonales y locales, entre los que destacan los factores de

crecimiento, las citoquinas (Dodds et al., 1994; Canalis, Economides, & Gazzerro,

2003; Kessler, Kastler, Mayr-Wohlfart, Puhl, & Gunther, 2000) y recientemente se han

implicado las proteinas de la matriz 6sea, como moduladoras de la accién de otros

factores locales. Las células del hueso también juegan un importante papel en este

proceso, mediante la produccion de prostaglandinas, 6xido nitrico, citoquinas y factores

de crecimiento que actiian de forma autocrina (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et

al., 2006).
Tabla 1. Factores locales reguladores del remodelado 6seo (Fernandez-
Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006)
, , INHIBEN
ESTIMULAN FORMACION ESTIMULAN REABSORCION ,
REABSORCION
BMP-2 (Proteina morfogenética 6sea -2) TNF (Factor de necreosis tumoral)
BMP-4 (Proteina morfogenética dsea -4) EGF (Factor de crecimiento
BMP-6 (Proteina morfogenética dsea -6) epidérmico)
BMP-7 (Proteina morfogenética dsea -7) PDGF (Factor de crecimiento
IGF-I (Factor analogo a la insulina I) derivado de plaquuetas)
IGF-II (Factor andlogo a la insulina II) FGF (Factor de crecimiento
FACTORES DE o
TGF-B (Factor de crecimiento | fibroblastico)
CRECIMIENTO
transformante- ) M-CSF (Factor estimulante de
FGF (Factor de crecimiento fibroblastico) colonias de macréfagos)
PDGF (Factor de crecimiento derivado de | GM-CSF (Factor estimulante de
plaquetas) colonias de  granulocitos y
VDGF (Factor de crecimiento vascular | macrofagos)
endotelial)
IL-1 (Interleuquina-1)
IL-6 (Interleuquina-6)
IL-8 (Interleuquina-8)
IL-11 (Interleuquina-11)
. IFN-y (Interferén y)
CITOQUINAS PGE, (Prostaglandina E-2)
. IL-4 (Interleuquina-4)
PGE, (Prostaglandina E-1)
PGG; (Prostaglandina G-2)
PGI, (Prostaglandina I-2)
PGH, (Prostaglandina H-2)
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3.1. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan la diferenciacion,
proliferacion, migracion y metabolismo celular. Sobre el hueso actian incrementando el
numero de células de estirpe osteobléstica u osteoclastica y su expresion fenotipica
(Sporn & Roberts, 1988; Baylink, Finkelman, & Mohan, 1993). Son sintetizados y
secretados localmente por el tejido sobre el que actuan y regulan la sintesis de
moléculas de adhesion especificas, que controlan la interaccion célula-célula y célula-

sustrato, como las superficies de implantes dentales o cualquier otro material protésico.

3.1.1. TGF A (Transforming Growth Factor-£)

Los factores de crecimiento transformantes 3 son una superfamilia de proteinas
muy abundantes en el tejido 6seo. Estdn presentes en la matriz en forma latente y se

activan durante la reabsorcion osteoclastica (Fox & Lovibond, 2005).

Son sintetizados por plaquetas, fibroblastos, células mesoteliales, condrocitos y

osteoblastos.

TGF-Bes un potente estimulador de la formacion o6sea, favoreciendo la
mitogénesis de osteoblastos precursores, potenciando la diferenciacion osteoblastica y la

sintesis de la matriz osteoide (Pierce et al., 1992).

Los estudios de Reyes-Botella y col. (Reyes-Botella, Vallecillo-Capilla, & Ruiz,
2002) muestran un claro efecto estimulador del TGF- sobre la proliferacion de

osteoblastos, que resultdé ser dosis dependiente, resultados que coinciden con los

obtenidos por Pfeilschiffer y col. (Pfeilschifter et al., 1990).

Se ha demotrado que TGF-B también inhibe la reabsorcion al reducir la
formacion y deferenciacion de los osteoclastos, asi como la actividad de los osteoclastos

maduros y estimular la apoptosis (Baylink et al., 1993; Quinn et al., 2001)
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3.1.2. FGF (Fibroblastic Growth Factor)

El factor de crecimiento fibroblastico es anabolizante 6seo, ya que es mitdogeno
de los osteoblastos y de las células endoteliales vasculares, asi como de los fibrobastos.
Se conocen dos FGFs: acido (aFGF) y basico (bFGF), con notable semejanza estructural
entre ellos. Por su parte, bFGF aumenta la mitogénesis y el contenido de osteocalcina;
sin embargo, produce una disminucion de la actividad fosfatasa alcalina y de la sintesis

de colageno (Canalis, 1983).

Reyes-Botella y col (Reyes-Botella et al., 2002) demostraron que el FGF
aumenta la actividad proliferativa y mitogena a nivel de células osteoblasticas
alcanzando su maxima actividad a la concentracion minima ensayada. Si bien el
tratamiento con FGF y TGF-B de manera simultanera, in vitro, no muestra un

comportamiento sinérgico sobre células osteoblasticas.

Una serie de estudios muestran que TGF-[3 ejerce su accion en un estadio de la
diferenciacion osteoblastica distinto a aquel en el que actia FGF (Stein & Lian, 1993).
Asi, FGF funciona como factor de crecimiento solo en estadios tempranos del desarrollo

de las células 6seas, mientras que TGF-f actua en fases mas tardias de la diferenciacion.

Asimismo, TGF-f y FGF aumentan la velocidad en que se produce la
adhesividad de las células, lo que puede resultar de interes en mecanismos de
osteointegracion y podria utilizarse en la terapia implantolégica (Reyes-Botella et al.,

2002).

3.1.3. BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)

Las progeinas morfogenéticas dseas estan incluidas dentro de la familia de los
TGF-B. Constituyen un grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacion
de tejido conjuntivo en tejido dseo, por lo que se consideran osteoinductivas (Chen,
Zhao, & Mundy, 2004). Asimismo, son capaces de estimular la diferenciacion de

células pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares (tejido adiposo, cartilago y



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

hueso). Son muy abundantes en el tejido 6seo y durante la embriogénesis participan en

la formacion de hueso y cartilago.

Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la
diferenciacion osteoblastica (Yamaguchi, Komori, & Suda, 2000). Cannalis y col.
proponen que ademés de estimular la osteogénesis inhiben la osteoclastosgénesis

(Canalis et al., 2003).

3.1.4. EGF (Epidermal Growth Factor)

El factor de crecimiento epidérmico es un potente mitdogeno de las células de
origen mesodérmico y ectodérmico. En cultivos de células epiteliales, de condrocitos y
de fibroblastos favorece la sintesis de DNA y la replicacion celular. También estimula
la replicacion de fibroblastos y de células preosteoblasticas en el periostio. Esta

molécula estimula la reabsorcion de tejido esquelético, probablemente a través de PGE,.

La sintesis de EGF por las células 6seas no ha sido demostrada, al igual que
ocurre con la sintesis de otros factores de crecimiento como PDGF (Platelet Derived

Growth Factor) y FGF (Chan & Wong, 2000; Chaudhary & Hruska, 2001).

3.1.5. IGF-1y Il (Insulin-like Growth Factor 1 y II)

Los factores de crecimiento andlogos a la insulina son polipéptidos similares a
esta hormona sintetizados por el higado, otros tejidos no esquelético y por los
osteoblastos. Los IGFs estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales;
asi la somatotropa (GH), los estrogenos y la progesterona aumentan su produccion,
mientras que los glucocorticoides la inhiben. Asi mismo, median en la interaccion
osteoblasto-osteoclasto e interfieren de forma activa en el remodelado d6seo (Hill,
Reynolds, & Meikle, 1995). Se ha demostrado que IGF-I modula el crecimiento de
algunos tejidos como tejido nervioso, linfoide, dental, musculos, endotelial y dseo

(Stewart & Rotwein, 1996).

Se conocen dos IGFs: IGF-1 y el IGF-II, que se hallan en gran concentracién en

la matriz osteoide (Cohick & Clemmons, 1993). IGF-I estimula la replicacion de las
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células preosteoblasticas, incrementa la sintesis de matriz osteoide, estimula la sintesis
de DNA y proteoglicanos en el cartilago y es capaz de inhibir la degradacion de
colageno in vitro (Langdahl, Kassem, Moller, & Eriksen, 1998; Nasu, Sugimoto, Kaji,
& Chihara, 2000).

In vitro estimula la diferenciacion y la proliferacion de osteoblastos, con
aumento de la sintesis de coldgeno tipo I, la produccion de osteocalcina y la actividad
fosfatasa alcalina. In vivo, IGF-I aumenta la masa y resistencia 6sea en animales de

experimentacion (Baylink et al., 1993; Ammann, Rizzoli, Meyer, & Bonjour, 1996).

3.1.6. PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas es producido y liberado por
estas cé€lulas durante su agregacion. No se ha demostrado su sintesis en el tejido
esquelético. Tiene una accion mitdgena sobre los fibroblastos y las diferentes células
precursoras presentes en el periostio. Por un lado estimula la sintesis protéica llevada a
cabo por los osteoblastos y por otro, favorece la reabsorcion 6sea (Nash et al., 1994).
Su papel fisioloégico mas importante parece ser estimular la replicacion celular y la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Por ello se ha postulado que podria intervenir
en la reparacion de fracturas (Yang, Jin, Chen, Jing, & Wu, 2000; Gruber, Varga,
Fischer, & Watzek, 2002).

3.1.7. VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor)

El factor de crecimiento vascular endoteliar induce la angiogénesis y la
proliferacién endotelial vascular. Produce vasodilatacion y un incremento de la

permeabilidad vascular (Ferrara, 2000).

VEGF desempefia un papel importante en la diferenciacion de los osteoblastos,
induciendo la actividad fosfatasa alcalina en osteoblastos primarios y aumentando su
respuesta a la paratohormona. VEGF durante la diferenciacion osteoblastica se expresa
antes que otros marcadores como osteocalcina o la sialiproteina dsea. Asi la expresion

de VEGFs y sus receptores muestran una funciéon importante en la regulacion de la
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remodelacion Osea por atraccion de células endoteliales y osteoclastos, asi como la

estimulacion de la diferenciacion osteoblastica (Deckers et al., 2000).

3.1.8. GM-CSF (Granulocyte/macrophage-Colony Stimulating Factor)

El factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos es importante
para la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la osteopetrosis (Kim et

al., 2005).

3.1.9. M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor)

El factor estimulador de colonias de macrofagos es producido por los
osteoblastos y células del estoma medular y es requerido como factor esencial en las
primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes

multinucladas, pero no tiene efecto sobre la actividad osteocléstica (Kim et al., 2005).

3.2. Citoquinas

Son moléculas de naturaleza peptidica con actividad hormonal que por lo
general actian paracrinamente regulando las respuestas inmunitarias. Son polipéptidos
secretados no sélo por linfocitos y macréfagos, sino también por células endoteliales,
hepatocitos, células gliares y otros tipos celulares. Poseen acciones inmunitarias
reguladoras de actividades celulares y mediadoras de procesos diversos. Las citoquinas
mas estudiadas, con accion demostrada sobre el remodelado 6seo, son: interleuquina-1
(IL-1), el factor de necrosis turmoral (TNF), el Interferon-y (IFN-y) y las
prostaglandinas (PGs). Todas comparten un efecto inhibidor de la sintesis de la matriz

osteoide y estimulador de la reabsorcion ¢sea (Kumar et al., 2001).

La IL-1 estimula directamente la reabsorcion osteoclastica, incrementando la
proliferacion y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi como la actividad osteocléstica
e inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos (Compston, 2001). Existen tres moléculas
diferentes: IL-1a, IL-1B y antagonista del receptor IL-1, siendo ésta ultima inhibidora
del efecto de las dos primeras. Su accidon sobre la reabsorcion es directa e indirecta, a

través de la sintesis de prostaglandinas.
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Del TNF existen dos formas, a y B, ésta ultima también denominada como
linfotoxina, produce prostanoides, citocinas y moléculas de adhesion en células
endoteliales, es quimiotactico de neutréfilos y macrofagos, y activa fibroblastos. El
TNF-o0, es producido principalmente por los linfocitos T activados y monocitos; es un
potente regulador de la resorcion 6sea, pues es el principal responsable en la expresion
del factor de diferenciacion osteoclastica (ODF) sintetizada en osteoblastos y células
estromales, de tal modo que, induce la formacion de osteoclastos y su activacion

(Romas, Gillespie, & Martin, 2002).

Estudios recientes han identificado un ligando de la osteoprotegerina (OPG-L),
como un nuevo miembro de la familia TNF y como factor esencial en la
osteoclastogénesis, resorcion y remodelacion oOsea. En algunos estudios se ha
demostrado que IL-1B, TNF-a pero no IL-6, pueden estimular la osteoclastogénesis
induciendo la expresion de OPG-L. Estos datos muestran que un aumento en la
produccion de OPG-L seguido de la exposicion de células osteoblasticas a IL-13, TNF-
o, puede proporcionar un mecanismo paracrino importante por el que estas citoquinas
proinflamatorias estimular la osteoclastogénesis, promoviendo la resorcion Osea y la

pérdida de hueso in vivo (Hofbauer et al., 1999).

Existen tres clases de interferon: IFN-a, el IFN-B y el IFN-y. Este tltimo, es de
produccion restringida a linfocitos T activados por antigeno. Todos los interferones,
tienen actividad antivirica y antitumoral, y inicamente el IFN-y tiene un papel central
en el control de la respuesta inmunolédgica (Takayanagi, 2005). IFN-beta por su parte,
tiene la capacidad de inhibir la diferenciacion de osteoclastos (Takayanagi, Kim, &
Taniguchi, 2002) mientras que IFN-y inhibe la reabsorcion o¢sea (Fernandez-

Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006).

Las prostaglandinas (PGs) in vitro favorecen la reabsorcion Osea,
fundamentalmente la PGE,, pero también la PGE,, PGG,, PGI, y PGH, (Kawaguchi,
Pilbeam, Harrison, & Raisz, 1995). Estudios in vivo han demostrado, mediante la
medicion de los niveles de prostaglandinas en el liquido crevicular, la participacion de
estas citoquinas en la destruccion dsea que tienen lugar en la enfermedad periodontal

(Offenbacher, Heasman, & Collins, 1993).
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Se ha descubierto que las proteinas de la matriz actian como moduladores de
los factores de crecimiento (Young, 2003), encontrdndose en una concentracion mil
veces mayor que los factores de crecimiento, por lo que podrian tener un papel incluso
mas importante en la regulacion de las distintas funciones celulares (Horowitz, 2003).
Estas proteinas también participan en la regulacion de la diferenciacion de las células
contenidas en la matriz. Asi, el coldgeno I es uno de los marcadores mas tempranos que
regulan las células osteoprogenitoras y la fosfatasa alcalina es una proteinas de
superficie que podria participar en la regulacion de la proliferaciéon, migracion y

diferenciacion de las células osteoblasticas.
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4. PLASMA RICO EN PLAQUETAS

En los ultimos afos se han realizado muchos estudios dirigidos a profundizar en
el conocimiento sobre regeneracion 6sea. En este sentido se estudian nuevas fuentes de
factores de crecimiento, entre las que hay que destacar al plasma rico en plaquetas
(PRP). También han sido objeto de estudio las técnicas para su obtenciéon con el
objetivo de acelerar y potenciar el efecto de los factores de crecimiento contenidos en
las plaquetas. Asi, en estudios previos tras analizar el concentrado plaquetario mediante
la técnica de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) (R & System), se
demuestra claramente que los factores de crecimiento son liberados por las plaquetas y

alcanzan concentraciones elevadas debido a la centrifugacion (Gonshor, 2002).

Debido al uso cada vez mas extendido de los implantes y a la consiguiente
necesidad de disponer de suficiente hueso para su colocacion, recientemente se ha
considerado la utilizacion del plasma procedente del propio paciente como fuente
portadora de factores de crecimiento autdlogos en distintas técnicas odontologicas que
requieran reparacion de tejido y formacion del cayo 6seo (Whitman, Berry, & Green,

1997; Lowery, Kulkarni, & Pennisi, 1999).

El plasma rico en plaquetas (PRP) o plasma rico en factores de crecimiento, se
obtiene a partir de sangre autéloga mediante la técnica de plasmaferesis, con la ayuda de
una centrifugadora portatil de uso general y técnicas de separacion simplificadas, y
posterior gelificacion. Marx y col., en 1998, presentaron un caso de recontruccion
mandibular usando PRP activado con una mezcla de 10 ml de cloruro de calcio al 10%
junto con trombina bovina como agentes gelificadores y los resulados fueron muy
satisfactorios (Marx et al.,, 1998). Muchos otros autores en la literatura cientifica
también han intentado profundizar en este tema y han descrito diversos métodos para la
obtencién del concentado plaquetario, métodos que varian fundamentalmente en el
tiempo de centrifugado, el numero de centrifugaciones, las revoluciones y en la
manipulacion del concentrado plaquetario a la hora de adicionarlo a cualquier superficie
(Anitua, 1999; Kassolis, Rosen, & Reynolds, 2000; Sonnleitner, Huemer, & Sullivan,
2000).
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El gel obtenido consiste en una concentracion de plaquetas suspendidas en un
pequefio volumen de plasma (Marx, 2001), que actia como vehiculo portador de
factores de crecimiento entre los que se incluyen: tres isomeros de PDGF (PDGFaa,
PDGFBB y PDGFap), dos de los numerosos TGFB (TGFB1, TGFB2), VEGF, EGF o
IGF (IGF-I e IGF-II), todos ellos factores que son secretados activamente por las
plaquetas para la cicatrizacion de heridas y que entre sus propiedades poseen la
capacidad de acelerar la osteogénesis (Miyazono & Takaku, 1989; Kiuru, Viinikka,

Mpyllyla, Pesonen, & Perheentupa, 1991; Marx et al., 1998).

El PRP ademas de factores de crecimiento, es portador de otras proteinas como
fibronectina y ciertas proteinas adhesivas como la fibrina y la vitronectina que
desempefian un papel importante en la biologia 6sea, ya que actian como moléculas de
adhesion, para la osteoconduccion, como matriz para el hueso y tejido conectivo y

favorecen la migracion epitelial.

El concentrado plaquetario actiia mediante la degranulacion de los granulos a de
las plaquetas que son los que contienen los factores de crecimiento. La secrecion activa
de estos factores de crecimiento se inicia con el proceso de coagulacion de la sangre y
comienza en el plazo de 10 minutos después de la formacion de coagulo. Este proceso
activa a las plaquetas y los factores de crecimiento son secretados por las mismas a
través de la membrana celular de la siguiente manera: los granulos o se fusionan con la
membrana celular de las plaquetas donde los factores de crecimiento se unen a histonas

y carbohidratos, adquiriendo asi un estado bioactivo.

Después de la primera liberacion de factores, las plaquetas durante los siguientes
siete dias (tiempo de vida media de las plaquetas) sintetizan y secretan factores de
crecimiento adicionales. Una vez que las plaquetas mueren, los macréfagos asumen la

funcion de regular la cicatrizacion secretando mas factores de crecimiento.

Se ha demostrado que células como osteoblastos, fibroblastos, células
epidérmicas y endoteliales poseen receptores de membrana para los factores de
crecimiento contenidos en el PRP (Marx et al., 1998). Una vez que se produce la union

receptor-factor de crecimiento, se activan una serie de sefales internas que provocan la
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expresion de una secuencia genética normal correspondiente bien a la proliferacion
celular, o a la formacidon de matriz osteoide, o a la sintesis de colageno, etc. Estos datos
apoyan la idea de que los factores de crecimiento del PRP no entran en la célula o en el
nucleo de la misma y que actia simplemente acelerando el proceso normal de
cicatrizacion. De cualquier forma no existen estudios que demuestren el efecto del PRP
sobre el ciclo celular o su capacidad mutagénica sobre las células sobre las que actua,
aspecto este de vital importancia ya que el PRP se estd empleando para la reparacion

tanto de hueso como de tejido blando.

El PRP ha sido utilizado con éxito desde 1970. Fue Matras en 1970 quien
utilizo plasma, obtenido mediante la centrifugacion de la sangre, para obtener un gel de
fibrina y aplicarlo en injertos de piel en ratones (Matras, 1970). Posteriormete, distintos
estudios han mostrado los efectos beneficiosos del PRP en la reparacion de ulceras
cutaneas (Knighton et al., 1990; Lynch, 1991). Ademas estos beneficios se confirman
en cirugia oral y maxilofacial (Carlson & Roach, 2002; Kassolis et al., 2000; Garg,
2000; Camargo et al., 2002; Kim, Chung, Kim, Park, & Lim, 2002) y en cirugia
cosmética (Man, Plosker, & Winland-Brown, 2001; Adler & Kent, 2002).

Estudios previos, tanto animales como humanos han demostrado que la
combinacion de PRP con injerto dseo puede incrementar la tasa de osteogénesis asi
como como mejorar la formacion 6sea de una forma cualitativa (Fennis, Stoelinga, &
Jansen, 2002; Fennis, Stoelinga, & Jansen, 2004; Marx et al., 1998). Sin embargo, de
manera contradictoria, recientes estudios realizados sobre modelos caninos demuestran
que la adicidon de concentrado plaquetario a injertos 6seos retarda la formaciéon de nuevo

hueso (Chot et al., 2005).

Entre sus ventajas destaca el ser un material autdlogo, que carece de toxicidad,
no produce reacciones inmunologicas y su capacidad de acelerar y favorecer la
neoformaciéon oOsea, ademas de ser un excelente osteoconductor y favorecer la
cicatrizacion de las heridas (Carlson et al., 2002). En relacion con su actuacion a nivel
de la neoformacion oOsea se desconoce la correlacion dosis-respuesta aceptable de
concentrado plaquetario y estimulacién Osea, aunque se toma como referencia un

incremento de 3-5 veces los valores iniciales de sangre completa (Marx, 2000).
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Se ha investigado el uso del PRP en odontologia como una forma de acelerar el
proceso de cicatrizacion natural. Se ha aplicado en intervenciones de reparacion de
hueso, observandose un aumento en la velocidad de regeneracion dsea asi como en la
cicatrizacion de tejidos blandos. También se observa un aumento en la densidad del

hueso travecular maduro (Marx et al., 1998).

Ademas el PRP se emplea para compactar y retener injertos, rellenar alvéolos
postextraccion, y en ciertas técnicas quirurgicas como la colocacion de implantes y
como coadyuvante a la colocacion de injertos 6seos en elevaciones de seno, aunque con
respecto a esto ultimo los resultados muestran cierta controversia (Wallace & Froum,

2003; Boyapati & Wang, 2006).

El efecto del plasma rico cuando se asocia a injertos 6seos, parece no aumentar
la formacion 6sea segun ciertos estudios en humanos (Roldan et al., 2004; Schlegel,
Kloss, Schultze-Mosgau, Neukam, & Wiltfang, 2003; Wiltfang et al., 2004) estos
efectos también se han evaluado en modelos caninos en los que tampoco se observd un

aumento notable del crecimiento 6seo debido al empleo del PRP (Choi et al., 2005).

Se han demostrado resultados muy beneficiosos del PRP en distintas situaciones
clinicas como heridas de continuidad (Marx et al., 1998) elevaciones de seno con
injertos (Kassolis et al., 2000; Lozada, Caplanis, Proussaefs, Willardsen, & Kammeyer,
2001), en aumentos de hueso por pérdida vertical u horizontal (Garg, 2000) y en
defectos periodontales o periimplantarios (Kim et al., 2002). Ademas el PRP permite la
integracion adecuada de implantes de carga inmediata y proporciona una mejora en la
Oseo integracion cuando se usa en situaciones comprometidas de hueso como en el caso
de reconstrucciones con implantes en pacientes que han recibido radioterapia o en

pacientes con 0steoporosis.

Como el PRP también mejora la cicatrizacion de tejido blando, se ha utilizado
con éxito en situaciones como injertos de paladar o de encia, injertos de mucosa para
cubrir raices, para recuperar zonas donantes de injertos de piel, en tratamientos faciales,

blefaroplastias y en cirugia con léaser.
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El PRP por tanto, estd siendo utilizado como instrumento de reparacion de

diferentes tejidos con un cierto éxito.
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5. INFLAMACION

La inflamacién es una de las respuestas fisiologicas fundamentales con las que el
organismo se defiende frente a agresiones producidas por gran variedad de estimulos
(fisicos, quimicos, mecanicos o bioldgicos). Es un mecanismo inmunolédgico
inespecifico cuyos objetivos son la eliminacion del agente causal, la cicatrizacion del

tejido dafiado y el restablecimiento de la funcion normal (Florez, 2002).

El conjunto de procesos que se suceden durante una respuesta inflamatoria
depende de multiples factores, como la naturaleza del estimulo desencadenante, su
puerta de entrada o las caracteristicas del huésped. Durante esta respuesta tiene lugar la
liberacion de mediadores inflamatorios que son los responsables de cambios vasculares,
que a su vez originan los signos tipicos de la inflamacion: rubor, tumor, calor y dolor
(Rocha, 1978; Benaroyo, 1994). Entre estos mediadores moleculares de la inflamacion,

cabe destacar:

e Proteinas plasmaticas, como las proteinas del sistema del complemento, las

kininas, o las proteinas fibrinoliticas y de la coagulacion.

e Mediadores lipidicos, como las prostaglandinas, los tromboxanos, leucotrienos y

lipoxinas.

e Péptidos y aminas, como la Histamina, Serotonina, quimiocinas, citocinas (IL-1,

IL-6, IL-12, TNF-B y el 6xido nitrico (Connell & Mclnnes, 2006).

Durante el proceso inflamatorio no so6lo intervienen mediadores moleculares,
sino que también hay participacion de distintos tipos celulares como los monocitos, los
neutrofilos, los mastocitos, los macréfagos, los eosindfilos, las plaquetas, los linfocitos

y las células endoteliales (Esplugues, 1993).

La respuesta inflamatoria puede dividirse en tres fases en las que intervienen
mecanismos diversos. La fase aguda se caracteriza por vasodilatacion local y el
aumento de la permeabilidad capilar. Estos efectos son consecuencia de la

degranulacion de mastocitos que libera distintos mediadores de la inflamacién. Muchos
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de ellos actian sobre las células de las paredes de los vasos aumentando su
permeabilidad y vasodilatacion. Esto permitird la entrada de numerosas moléculas,
como anticuerpos, factores del complemento y distintas proteinas, hacia el tejido dafiado

(Flérez, 2002).

En la fase subaguda se produce una infiltracion leucocitaria y de células
fagociticas. Los leucocitos llegaran al foco inflamatorio atraidos por distintas moléculas
de adhesion que se unen a sus ligandos. El reclutamiento, la activacion y funcion de
estas células no s6lo depende de las moléculas de adhesion, sino de la participacion
concertada de diversos mediadores solubles con capacidad quimiotéctica (por ejemplo,
factor C5a del complemento, factor activador de plaquetas y leucotrieno By), activadora
(por ejemplo, factor de necrosis tumoral e IL-1) o moduladora (por ejemplo, la ejercida
por la adenosina sobre los neutrofilos activados mediante receptores A;). Por tanto la
respuesta inflamatoria, es activada por las citocinas inflamatorias, tales como la IL-1,
IL-6 o el TNF y citocinas TH1 (IFNy), e inhibida por citocinas TH2 (IL-4, IL-10,
TGFB-1) (Romanovsky et al., 2005).

Cuando el problema ya ha sido resuelto, se inicia el proceso de reparacion, el
cual constituye la ultima etapa de la respuesta inflamatoria. En esta etapa, es muy
importante la participacion de células fibroblasticas, ademas de citoquinas y ciertos
mediadores biologicos, sobre todo en el tejido conjuntivo. Estas células producen fibras
de la matriz extracelular e inducen la retraccion de las heridas (Gillitzer & Goebeler,

2001).
5.1. Farmacos antiinflamatorios
5.1.1. Antilnflamatorios No Esteroideos (AINES)
Constituyen un grupo heterogéneo de compuestos, con frecuencia no
relacionados quimicamente (aunque muchos de ellos son acidos organicos), que a pesar

de ello comparten ciertas acciones terapéuticas y efectos colaterales.

La mayoria de los componentes del grupo de los AINES comparten las tres

acciones que lo definen (analgésica, antitérmica y antiinflamatoria), sin embargo su
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eficacia relativa para cada una de ellas puede ser diferente, es decir, un farmaco
concreto puede mostrar una actividad analgésica mayor que otro y su toxicidad puede

coincidir con la del grupo o ser especifica. De ahi que su utilizacion clinica dependa

tanto de su eficacia como de su toxicidad.

Tabla 2. Principales grupos de AINES (Florez, 2002)

GRUPO FARMACOLOGICO FARMACO PROTOTIPO
Acidos
Salicilico Acido acetilsalicilico
Endlicos
Pirazolonas Metamizol
Pirazolidindionas Fenilbutazona
Oxicams Piroxicam y meloxicam
Acético
Indolacético Indometacina
Pirrolacético Ketorolaco
Fenilacético Diclofenaco
Piranoindolacético Etodolaco
Propidnico Naproxeno
Antranilico Acido mefenamico
Nicotinico Clonixina
No acidos
Sulfoanilidas Nimesulida
Alcanonas Nabumetona
Paraaminofenoles Paracetamol
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5.1.1.1. Mecanismo general de accién

Los principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de los
AINES pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de la ciclooxigenasa,
enzima que convierte el acido araquidonico que se encuentra en las membranas
celulares en endoperdxidos ciclicos inestables, los cuales se trasforman en
prostaglandinas y tromboxanos. Algunos de estos elementos, denominados
eicosanoides, participan en grado diverso en los mecanismos no deseados de la
inflamacion, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicion de su sintesis por los AINES es

donde recae la actividad terapéutica los mismos (Samad & Abdi, 2001).

La existencia de varias isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1, COX-2 y COX-
3), con localizaciones y funciones diferentes, ha abierto nuevas perspectivas
terapéuticas mediante el disefio de AINES que afecten selectivamente una u otras
isoformas (Smith, DeWitt, & Garavito, 2000; Pilbeam et al., 1995; Tjandrawinata,
Dahiya, & Hughes-Fulford, 1997)

La COX-1 tiene caracteristicas de enzima constitutiva, y su actividad tiene que
ver con la participacion de las PG y tromboxanos en el control de funciones fisiologicas
(Seibert et al., 1997). Su inhibicién por los AINES puede dar lugar a ulceraciones y
hemorragias gastricas (Lichtenstein, Syngal, & Wolfe, 1995). En cambio, la COX-2
tiene caracteristicas de enzima inducible, en determinadas células, bajo circunstancias
patoldgicas por el concurso de diversas citoquinas, hormonas y mediadores de la
inflamacion. Las dos isoformas se expresan en circunstancias fisioldgicas, pero si
existen diversos procesos inflamatorios, la expresion de la COX-2 aumenta hasta 20
veces, mientras la expresion de la COX-1 no se afecta o lo hace en menor grado (2-3
veces). La expresion de la COX-2 es provocada por diversos mediadores inflamatorios
(interferon vy, factor de necrosis tumoral-a, interleucina-1, factores de crecimiento, etc.)
en diversas células (monocitos, macrofagos, células endoteliales, condrocitos y
osteoblastos) y tejidos (sistema nervioso central, estobmago, rindn, pulmén y ciertos
tejidos afectados por procesos neoplésicos (Breder, Dewitt, & Kraig, 1995; Kargman et
al., 1996; Harris et al.,, 1994). La expresion preferente de la COX-2 en diversas
situaciones patoldgicas sugiere nuevas indicaciones terapéuticas para sus futuros

inhibidores selectivos. Entre estas destacan el tratamiento de lesiones nerviosas, el
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dolor, el asma asi como la terapéutica coadyuvante de adenomas y carcinomas del
intestino grueso. Un tercer tipo de ciclooxigenasa, la COX-3, es de localizacion cerebral

y es inhibida selectivamente por el paracetamol (Hersh, Lally, & Moore, 2005).

La inmensa mayoria de los AINES inhiben de manera no selectiva la actividad
enzimatica de las isoformas 1 y 2, o en todo caso, en mayor medida la de la COX-1,
aunque los mecanismos de la inhibiciéon sean algo diferentes. Asi, el acido acetil
salicilico es un inhibidor irreversible de ambas ciclooxigenasas y la practica totalidad de
los restantes AINES, incluidos los salicilatos, inhiben la enzima de forma

estereoespecifica, competitiva y reversible.

5.1.1.2. Acciones farmacoldgicas

5.1.1.2.1. Accidn analgésica

La accién analgésica de los AINES es de intensidad media o moderada,
alcanzandose un techo analgésico claramente inferior al de los opioides, pero frente a

estos presentan la ventaja de no alterar ni la percepcion ni la sensibilidad.

Esta accion analgésica tiene lugar a nivel periférico, fundamentalmente mediante
la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas que se producen en respuesta a agresiones
o lesiones titulares, impidiendo que los eicosanoides contribuyan a aumentar la accion
estimulante de dolor de mediadores como histamina o bradiquinina que son liberados en
el lugar de la agresion (McCormack & Brune, 1991; Brune & Beck, 1991; Bannwarth,
Demotes-Mainard, Schaeverbeke, & Dehais, 1993).

5.1.1.2.2. Accion antitérmica

El desencadenamiento de una reaccion febril implica la existencia de pirégenos
endogenos (citoquinas como IL-1B, IL-6, TNFa e interferones B y y) o téxicos
(endotoxinas o lipopolisacaridos) en areas del sistema nervioso central relacionadas con
el control de la temperatura. El reconocimiento de estos pirégenos origina la sintesis de

prostaglandinas, principalmente PGE2, como primer paso en la patogénesis de la fiebre.
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La accion antitérmica de los AINES es consecuencia de su efecto inhibidor central de la

sintesis de prostaglandinas (Werner, Souza, & Zampronio, 2006) .

5.1.1.2.3. Accion antiinflamatoria

Al inhibir la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, los AINES reducen su
actividad sensibilizadora a nivel de las terminales nerviosas, asi como la actividad
vasodilatadora y quimiotactica, interfiriendo de esta forma en uno de los mecanismos
iniciales de la inflamacion (Samad et al., 2001). Ademas estos farmacos pueden
interferir en diversas funciones de los neutrofilos como la adhesividad, la agregacion, la
quimiotaxis, la fagocitosis, la degranulacion y la generacion de radicales libres.
Ademas, la mayoria de los AINES tienen la capacidad de inhibir o reducir la adhesion
de los leucocitos polimorfonucleares al endotelio y algunos, de inhibir el aumento de la
expresion de determinadas moléculas de adhesion celular (como selectina E, ICAM-1 y

VCAMS-1) en células endoteliales estimuladas.

La capacidad de los AINES para reducir la inflamacién es variable dependiendo
del tipo de proceso inflamatorio (en general son mas eficaces frente a inflamaciones
agudas que cronicas), de la participacion relativa de algunos eicosanoides en ¢l y
también de la posibilidad de que actlien, ademas, por mecanismos de accién
independientes de la inhibicion de las ciclooxigenasas (Bannwarth et al., 1993; Samad

etal., 2001).

5.1.1.2.4. Accién antiagregante

Esta accion, es consecuencia de su efecto inhibidor sobre la COX-1. Las
plaquetas, son incapaces de sintetizar nuevas proteinas y una vez acetilada su COX,
resulta inhibida durante toda la vida de la plaqueta. Como consecuencia, se produce un
marcado descenso de los niveles de TXA, plaquetario, responsable de parte de los
mecanismos que provocan la agregacion plaquetaria (Schafer, 1995). Por ello, los
AINES, se utilizan en la prevencion a largo plazo de accidentes tromboemboliticos
coronarios y cerebrales, aunque puede devenir como reaccion adversa, facilitando la

aparicion de hemorragias.
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Una ventaja importante del acetaminofén en comparacion con los otros AINES
es que no afecta la funcioén plaquetaria, lo que disminuye su riesgo de uso en pacientes

trombocitopénicos.

5.1.1.2.5. Accion uricosurica

Es consecuencia de la inhibicion del transporte de acido urico desde la luz del
tubulo renal hasta el espacio intersticial. Se trata de un proceso de competencia en el
transporte de acidos organicos que solo es apreciable con algunos AINES (por ejemplo,

dosis elevadas de salicilato, fenilbutazona y sulfinpirazona) (Florez, 2002).

5.1.1.2.6. Accion anticancerigeno

Se ha demostrado cierta actividad antitumoral de determinados AINES, como el
Meloxicam, sobre células cancerigenas de colon (Goldman et al., 1998), de pulmén
(Tsubouchi et al., 2000) y de hueso (Naruse, Nishida, Hosono, & Ishiguro, 2006). Del
mismo modo ocurre con el Celecoxib, que inhibe la proliferacion celular en células de
osteosarcoma humano (Wang et al., 2004). Incluso se ha demostrado que ciertos
AINES, inducen la apoptosis celular en lineas celulares tumorales y disminuyen la
capacidad de producir metastasis (Qiao, Hanif, Sphicas, Shiff, & Rigas, 1998; Naruse et
al., 2006; Wolfesberger, Walter, Hoelzl, Thalhammer, & Egerbacher, 2006).

5.1.1.3. Reacciones adversas

El uso de AINES se asocia con toxicidad gastrointestinal leve (dispepsia, ardor
epigastrico, nausea, vomito, anorexia, diarrea, estrefiimiento, flatulencia, sensacion de
llenura. dolor epigéstrico y abdominal) o graves (sangrado, ulceras, perforacion) ya que
los AINES, pueden alterar la hidrofobicidad de la mucosa gastrica, pueden favorecer la
retrodifusion de iones de hidrogeno y contribuir al desarrollo de dafio tisular

(Lichtenberger et al., 1995).

El efecto regulador del flujo sanguineo y la proteccion gastrica, parece ser
mediado preferentemente a través de la COX-1 (Hirata, Ukawa, Yamakuni, Kato, &

Takeuchi, 1997). La inhibicion de la COX-1 por parte de los AINES, reduce la
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formacion de prostaglandinas que son fundamentales para el mantenimiento de la
integridad de la mucosa gastrica (Warner et al., 1999; Whittle, 1980). Asi existe una
correlacion entre el grado de inhibicion de la COX y la aparicion de lesiones en la
mucosa gastrica, aunque parece que éstas solo se producen cuando existe una inhibicion
simultdnea de la COX-1 y la COX-2 (Wallace, McKnight, Reuter, & Vergnolle, 2000;
Wallace, 2000; Langenbach et al., 1995).

La toxicidad hepdtica y renal puede ocurrir en cualquier momento durante el
tratamiento con AINES, pero es mas comtin durante el uso cronico, aunque el riesgo de
toxicidad renal es mayor en pacientes con edad avanzada, enfermedad renal
preexistente, insuficiencia cardiaca, alteraciones en la funcidon hepatica, hipovolemia y
terapia concomitante con otros fAirmacos nefrotoxicos. Parece que existe acuerdo en que
la indometacina es el mas nefrotoxico. Por el contrario, el sulindaco, el piroxicam, el
meloxicam y los salicilatos no acetilados parece que respetan en mayor grado la funcion

renal (Mehlisch, Markenson, & Schnitzer, 1999).

Los AINES se unen ampliamente a las proteinas plasmaticas y por lo tanto
pueden desplazar otros farmacos como el metotrexate, la digoxina, la ciclosporina, los
hipoglicemiantes orales y derivados de las sulfamidas, pudiendo aumentar asi los

efectos terapéuticos o toxicos de cada uno de estos farmacos.

También han sido descritas ciertas reacciones de hipersensibilidad frente a
AINES, que pueden ser de carecer alérgico (angioedema y shock anafilactico) o

seudoalérgico (rinorrea, vaso dilatacion facial y el asma bronquial) (Florez, 2002).

5.1.2. Antiinflamatorios Esteroideos (corticosteroides)

La corteza suprarrenal secreta dos tipos de hormonas esteroides, las sexuales,
especialmente androgenos, y los corticoides, existiendo en estos ultimos dos clases, los
glucocorticoides y los mineralcorticoides. Estas hormonas tienen como precursor

comun el colesterol.

Los mineralcorticoides, representados fundamentalmente por la aldosterona,

actuan sobre el metabolismo del agua y de los electrolitos. Los glucocorticoides afectan
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al metabolismo de los hidratos de carbono, los lipidos y las proteinas, y las principales
sustancias de este grupo son la hidrocortisona y la corticosterona; los glucocorticoides
presentan también cierta accion mineralcorticoide y, ademas de sus efectos metabodlicos,
son sustancias provistas de accion antiinflamatoria e inmunosupresora. Estas dos

ultimas acciones son las que tienen mas aplicacion en terapéutica.

Los corticosteroides semisintéticos se obtienen mediante la modificacion de la
estructura quimica de los naturales, cortisona o hidrocortisona, mediante introduccion
de dobles enlaces, grupos hidroxilo o grupos metilo. De este modo disminuye la
actividad mineralcorticoide y mejora la glucocorticoide (Adcock, Caramori, & Ito,
2006). El grupo de esteroides sintéticos incluye: prednisona, prednisolona,

metilprednisolona y dexametasona, entre otros.

5.1.2.1. Mecanismo de accion

Los receptores de los glucocorticoides, al igual que los de otras hormonas
esteroideas, pertenecen a la superfamilia de receptores esteroideos y estan localizados
intracelularmente. Los esteroides penetran en las células por difusion pasiva y se fijan a
su receptor especifico de caracter proteico, dando lugar a un complejo receptor-
esteroide que penetra en el nucleo de la célula. En una segunda fase el complejo
receptor-esteroide activado, sufre un proceso de traslocacion y se fija al ADN en el
nucleo dando lugar a la formacion de ARN y a la correspondiente sintesis de proteinas
(lipoproteinas) que, en ultima instancia, median los efectos fisioldgicos o
farmacoldgicos del esteroide (Gustafsson et al., 1987; Ratka, Sutanto, Bloemers, & de

Kloet, 1989).

Una de estas lipoproteinas es la lipocortina, una proteina antiinflamatoria que
acta inhibiendo la fosfolipasa A,, disminuyendo asi la produccion tanto de

prostaglandinas y demas eicosanoides como de leucotrienos.

Por el contrario, los antiinflamatorios no esteroideos bloquean Unicamente la
ciclooxigenasa, con lo que no sintetizan los eicosanoides pero si los leucotrienos. Esto

explicaria la mayor potencia antiinflamatorioa de los glucocorticoides.
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5.1.2.2. Acciones farmacoldgicas

5.1.2.2.1. Efectos metabodlicos

Favorecen la acumulacion de glucogeno en el higado y estimulan la
gluconeogénesis. Ademas tienen la capacidad de disminuir la captacion periférica de
glucosa y tienden a elevar la glucemia por lo que muestran un efecto diabetogénico.
Pueden producir un incremento del catabolismo, con movilizaciéon de aminoacidos de
los tejidos y el consiguiente balance nitrogenado negativo. Ademas tienen la capacidad
de producir un incremento de la reabsorcion de sodio, agua y aniones a nivel del tabulo

distal e incrementar la eliminacidn de potasio.

5.1.2.2.2. Efecto antiinflamatorio

Los glucocorticoides ejercen una importante accion antiinflamatoria,
inespecifica e independiente del agente causante de la inflamacion lo que representa la
base fundamental de su uso en la clinica. Tienen la capacidad de inhibir la dilatacion
vascular, de reducir la transudacion liquida y la formacion de edema, disminuyen el
exudado celular y reducen el deposito de fibrina alrededor del area inflamada. Ademas
pueden inhibir el acceso de los leucocitos al foco inflamatorio, interfieren en la funcion
de los fibroblastos y de las células endoteliales. Ademas suprimen la produccion o los
efectos de numerosos mediadores quimicos de la inflamacién. Por todo ello son
capaces de inhibir las manifestaciones de la inflamacion, tanto las inmediatas como las

tardias, entendiendo por tales procesos la cicatrizacion y proliferacion celular.

5.1.2.2.3. Otros efectos

Los corticosteroides poseen ademads propiedades antialérgicas, ya que producen
una supresion inespecifica de la respuesta inflamatoria. Incrementan la produccion de

acido clorhidrico y pepsina y reducen la barrera protectora de moco en el estobmago.

A dosis excesivas, los glucocorticoides provocan catabolismo proteico a nivel
muscular y en el hueso, también a dosis alta, reducen la absorcion de calcio (Baylink,

1983).
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Con respecto al estado de animo, pueden ocasionar euforia y a veces depresion.

5.1.2.3. Reacciones adversas

Por su capacidad de inhibir la secrecion de factor hipotaldmico (CRF) y
corticotropa (ACTH) producen modificaciones en la hipofisis y en las céapsulas
suprarrenales en proporcion a la dosis administrada y a la duracion de la administracion.
Si la duracion es corta, entre 7 y 10 dias, la funcion adrenal se recupera de inmediato,
pero si se prolonga mas de dos semanas, los cambios atroficos se establecen de manera
que, al suspender bruscamente la medicacion corticotropa, sobreviene una insuficiencia

suprarrenal aguda (Oelkers, 1996).

Las acciones antiinflamatoria e inmunodepresora facilitan la aparicion de

infecciones fungicas, viricas y bacterianas (Marx, 1995).

Debido a su accion a nivel musculo-esquelético, en ocasiones pueden producir
miopatias con debilidad de la musculatura proximal de las extremidades. Tienen la
capacidad de reducir la actividad regeneradora del epitelio, alteran la barrera mucosa y,
en ocasiones, aumentan la acidez del jugo géstrico, por lo que parecen que incrementa la
incidencia de ulceras pépticas (Spiro, 1983). Aumentan también la incidencia de
pancreatitis. Ademas, pueden ocasionar alteraciones fisiolégicas en forma de cambios

de humor y psicopatias de tipo maniaco-depresivo o esquizofrénico.

5.1.2.4. Aplicaciones terapéuticas

Se deben administrar como terapia sustitutiva en los distintos cuadros de
insuficiencia suprarrenal, pero la causa de su extendido uso reside en su doble accion,
antiinflamatoria e inmunodepresora, mediante la cual controlan situaciones que asi lo

requieran, como en las enfermedades autoinmunes o reacciones alérgicas.

En odontologia los glucocorticoides se utilizan especialmente para el tratamiento
de ulceraciones bucales en las que normalmente se obtienen un alivio de los sintomas

cualquiera que sea su causa (estomatitis aftosa, liquen plano erosivo, pénfigo, gingivitis,
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queilitis, eritema multiforme, tlceras traumaticas y por roce de protesis). En el caso de

las tlceras de origen herpético esta contraindicado.

5.2. Antiinflamatorios en odontologia

Por su mecanismo de accion, los antiinflamatorios no esteroideos son los
farmacos mas eficaces para prevenir el dolor de tipo inflamatorio. En la practica clinica
odontologica diaria, teniendo en cuenta sus mecanismos de accion y los efectos
adversos que producen, algunos de los AINES mas utilizados son el Paracetamol
(generalmente 1 gramo cada ocho horas) y el Ibuprofeno (600 mg cada 8 horas). Como
evitan la sintesis de prostaglandinas, pero no los efectos de las prostaglandinas ya
sintetizadas, deben administrarse, si es posible, antes de que aparezca el cuadro
inflamatorio. Evidentemente, esto no es posible en muchos casos pero si en algunos
otros como podria ser la extraccion de un tercer molar incluido. En estos casos debera
administrarse el antiinflamatorio antes de que empiece a desaparecer el efecto del
anestésico local. Al ser los antiinflamatorios no esteroideos sustancias que poseen
ademds una potente accion analgésica se convierten en los farmacos de eleccion para

este tipo de procesos (Florez, 2002; Esplugues, 1993).

Ademas de los AINES, hay ciertos procedimientos clinicos odontologicos que
conllevan una agresion importante de los tejidos orofaciales, fundamentalmente del
tejido d6seo, algunos ejemplos podrian ser las intervenciones quirurgicas maxilofaciales
como quistectomias o cirugias para la colocacion de fijaciones orales (implantes). En
estas situaciones muchas veces se recurre a la administracion de una dosis Unica de
metilprednisolona justo después de la intervencion con objeto de minimizar en la

medida de lo posible los efectos de los procesos inflamatorios (Esplugues, 1993).

Debido a la elevada frecuencia de procesos inflamatorios y dolorosos que se
tratan a diario en la clinica dental, y a la creciente realizacion de cirugias para la
colocacion de implantes dentales en los procesos de rehabilitacion oral, podriamos decir
que tanto los AINES como ciertos glucocorticoides, como la Metilprednisolona, son
empleados practicamente a diario en la clinica dental, firmacos que como se describe a
continuacion no son inocuos para los tejidos maxilofaciales, sino que ejercen ciertos

efectos perjudiciales, fundamentalmente sobre el hueso.
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5.3. Antiinflamatorios y osteoblastos

Los AINES son un grupo de medicamentos de los mds prescritos, con multiples
indicaciones terapéuticas como el tratamiento de dolencias musculo esqueléticas y
cefaleas. También son utilizados para conseguir analgesia y disminucion de la
inflamacion en pacientes en la fase de recuperacidon postoperatoria tras intervenciones
quirtrgicas que afecten fundamentalmente al tejido 6seo, como tras la colocacién de
implantes dentales o la extraccion de terceros molares incluidos en el campo de la
odontologia (Esplugues 1993). Sin embargo, distintos estudios han demostrado que
ciertos farmacos antiinflamatorios pueden alterar el crecimiento, el remodelado e
incluso la reparacion de hueso (Khokher & Dandona, 1988; Kawaguchi, Pilbeam,
Harrison, & Raisz, 1995; Ho, Chang, & Wang, 1995; Tornkvist & Lindholm, 1980;
Keller, Bunger, Andreassen, Bak, & Lucht, 1987).

Una de las hipdtesis que avalan esta idea es el efecto inhibidor de los AINES
sobre la enzima ciclooxigenasa que tiene un papel fundamental en la sintesis de
prostaglandinas. Las prostaglandinas constituyen uno de los multiples reguladores del
metabolismo 6seo ya que actuan modulando la proliferacion y diferenciacion de los
osteoblastos. Distintos estudios apoyan la idea de que, dado que los AINES actiian
bloqueando la sintesis de prostaglandinas por via de la ciclooxigenasa, y las
prostaglandinas tienen un papel regulador a nivel 6seo, el bloqueo que producen los
antiinflamatorios sobre la sintesis de esas citoquinas podria ser el mecanismo por el que
los AINES pueden provocar la inhibicion de la reparacion 6sea (Norrdin, Jee, & High,
1990; Ho, Chang, Chuang, Hsu, & Wang, 1999). En este sentido se ha comprobado que
ciertos antiinflamatorios no esteroideos, como el ketorolaco o la indometacina (potentes
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas) presentan un efecto supresor del
remodelado 6seo mediante la inhibicion de la proliferacion de osteoblastos in vitro (Ho
et al., 1999; Ho, Chang, & Wang, 1998; Ho et al., 1995). Si bien otros autores apoyan la
idea de que es precisamente ese efecto inhibidor de la sintesis de prostaglandinas el que
protege frente a la pérdida de hueso en ciertas situaciones patologicas (Armour et al.,
2001). Estudios epidemioldgicos han demostrado que aquellos individuos que son
tratados con ciertos AINES tienen una mayor masa 6sea cuando se comparan con
pacientes que no reciben esos tratamientos, incluso experimentan una reduccion

considerable en los valores de marcadores de reabsorcion de hueso (Morton, Barrett-
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Connor, & Schneider, 1998; Lane, Bauer, Nevitt, Pressman, & Cummings, 1997).
Paralelamente, se ha descrito en cultivos celulares de osteosarcoma humano tratados
con indometacina, que ésta, provoca una inhibicion significativa sobre la proliferacion

celular, de forma dosis dependiente, tras 48h de tratamiento (Evans & Butcher, 2004).

Cabe sefialar que las prostaglandinas exdgenas, que no son sintetizadas por el
propio osteoblasto, tienen un efecto doble sobre la proliferacion osteoblastica, por lo
que, pueden ser estimuladoras o inhibidoras segin su concentracion (Fujimori,
Tsutsumi, Fukase, & Fujita, 1989; Kawaguchi et al., 1995b; Mori, Jee, Li, Chan, &
Kimmel, 1990), aunque hay autores que afirman que la inhibicion de la proliferacion de

estas células es independiente del bloqueo de la sintesis de prostagladinas.

Ademas del efecto de los AINES sobre la proliferacion celular, ciertos estudios
indican que algunos antiinflamatorios tienen efecto a nivel del ciclo celular e incluso
inducen la apoptosis de distintos tipos celulares (Zhang, Tu, Zhang, Zhou, & Zheng,
2000; Hanif et al., 1996; Rahman et al., 2000; Piazza et al., 1997; Shiff, Koutsos, Qiao,
& Rigas, 1996).

Aunque los AINES son de gran utilidad clinica, su uso se ve limitado por la
posible aparicion de efectos adversos, como pueden ser la enfermedad ulcerosa péptica
o la insuficiencia renal. Estos efectos secundarios afectan incluso al tejido dseo,
pudiendo inhibir la reparacion y la cicatrizacion 6sea (Langman et al., 1994; Muscara,
McKnight, Asfaha, & Wallace, 2000; Altman et al., 1995; DiCesare, Nimni, Peng,
Yazdi, & Cheung, 1991). En este sentido, Van Staa y cols., en el afio 2000, demuestran
que los pacientes que toman AINES tienen mayor riesgo de sufrir una fractura, que los
que no los toman (van Staa, Leufkens, & Cooper, 2000). También se ha observado, que
estos farmacos disminuyen el crecimiento 6seo entorno a implantes dentales (Keller,
Trancik, Young, & St Mary, 1989) y retrasan la formacion del callo 6seo, en pacientes

con fracturas (Giannoudis et al., 2000).

Otro aspecto, no menos importante, es como los AINES pueden interferir en la
proliferacion de las células tumorales. Muchos estudios, evidencian el papel crucial de
la COX-2 en diferentes aspectos de la carcinogénesis y en la prevencion y el tratamiento

de las alteraciones inflamatorias. Esta enzima esta sobreexpresada en diferentes tumores
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malignos como en el tumor de colon (Eberhart et al., 1994), el de prostata (Gupta,
Srivastava, Ahmad, Bostwick, & Mukhtar, 2000), de mama (Hwang, Scollard, Byrne, &
Levine, 1998), de pulmén (Watkins, Lenzo, Segal, Garlepp, & Thompson, 1999) y en el
de hueso (Naruse et al., 2006). Se ha observado que los inhibidores selectivos de la
COX-2, disminuyen la formacion, el crecimiento y la metéstasis de tumores
experimentales (Yao et al., 2003; Sheng et al., 1997). En este sentido ciertos estudios
han observado una disminucion del riesgo de padecer cancer de colon en aquellos
pacientes que ingieren de manera regular farmacos inhibidores de la COX-2 (Thun,

Henley, & Patrono, 2002; Fosslien, 2000).

A nivel del tejido 6seo, los AINES, parecen ejercer una accion similar a la
descrita en otras poblaciones tumorales. En células de osteosarcoma humano, de la linea
celular MG-63, se ha demostrado que el tratamiento con celecoxib inhibe la
proliferaciéon de forma dosis dependiente y aumenta la concentracion del calcio
intracelular (Wang et al., 2004), mientras que, el tratamiento con meloxicam, disminuye

la proliferacion celular, y la capacidad invasiva (Naruse et al., 2006).

Por su parte los glucocorticoides juegan un importante papel en la regulacion del
remodelado ¢6seo. Hace aproximadamente 70 afios Harvey Cushing reconocid por
primera vez los efectos adversos de los glucocorticoides a nivel 6seo en el contexto de
la enfermedad que lleva su nombre (Cushing, 1932), efectos entre los que destaca el
desarrollo de osteoporosis, un problema que estd aumentando considerablemente en las
ultimas décadas debido al wuso de glucocorticoides sintéticos, como la
metilprednisolona, para el tratamiento de distintas enfermedades inflamatorias (van Staa
et al., 2000). El mecanismo por el que se produce este fenomeno incluye una fase en la
que existe un incremento notable de la reabsorcion seguido de una disminucion de la
formacion 6sea. Este efecto es debido fundamentalmente a la accion de glucocorticoides
a nivel de las células dseas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Cooper, Hewison, &

Stewart, 1999; Manolagas, 2000).

In vivo, los glucocorticoides estimulan la resorcion 6sea, probablemente por la
estimulaciéon de encimas implicadas en el proceso de eliminacion de matriz
mineralizada que acontece en los fendmenos de remodelado dseo, y disminuyen la

formacion de hueso (Delany, Dong, & Canalis, 1994; Delany, Jeffrey, Rydziel, &
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Canalis, 1995). Por ejemplo, bajas dosis de prednisona a pacientes con incipiente artritis
reumatoide aumenta el riesgo de fracturas dseas no s6lo debido a una reduccion de la
densidad mineral dsea sino también por producir cambios en la estructura y resistencia

del hueso (van Everdingen, Siewertsz van Reesema, Jacobs, & Bijlsma, 2003).

In vitro ciertos estudios han demostrado que, mientras que los glucocorticoides
estimulan la diferenciacion osteobléstica, tienen también una importante accidon
inhibitoria sobre la formacion 6sea, inhibicién que segun Canalis y col. (Canalis, 2005)
es causado por una inhibicion de la diferenciacion y un incremento en la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos maduros. Hay que destacar que, ademas del efecto de estos
farmacos sobre el hueso también se han descrito ciertos efectos inhibitorios a nivel del

crecimiento de células de cartilago (Canalis, 2005).

Segun Shalhoub y col. los glucocorticoides también tienen ciertos efectos sobre
la expresion de genes osteoblasticos, como la disminucion de la expresion de colageno
tipo I y de osteocalcina, y una sobreexpresion de la colagenasa intersticial (Shalhoub et
al., 1992). Muchas investigaciones sobre el mecanismo por el que los glucocorticoides
modulan la expresion de genes de células dseas podran contribuir a entender la biologia
de hormonas esteroideas y podran proporcionar las bases para el disefio de tratamientos

efectivos para la osteoporosis inducida por glucocorticoides (Delany et al., 1994).

Ademas, la sintesis y actividad de los factores de crecimiento de los osteoblastos
también puede ser modulada por los glucocorticoides (Canalis, 1996). Se ha descrito
que estos fArmacos disminuyen la expresion de IGF-I, un importante estimulador de la

funcién de osteoblastos asi como la actividad del TGF- (Chang et al., 1998).

Asi pues, la accion de los glucocorticoides sobre los osteoblastos puede ser
directa, mediante la activacion o represion de la expresion de genes de osteoblastos, o
indirecta, mediante la alteracion de la expresion o actividad de factores de crecimiento

osteoblasticos.

Se ha descrito también la capacidad de los glucocorticoides de suprimir ciertas
caracteristicas del fenotipo de osteoblastos maduros. Distintos estudios han examinado

el impacto de estas sustancias sobre sefales intra y extracelulares que pueden ser
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importantes en el metabolismo 6seo. Por ejemplo, los glucocorticoides disminuyen la
estabilidad del RNAm a través del gen cbfa-1 (Chang et al., 1998) y pueden reducir la
actividad de muchas kinasas intracelulares (Engelbrecht et al., 2003). También son
capaces de reducir la accion de la hormona paratiroidea sobre los osteoblastos (Rubin &
Bilezikian, 2002) mientras que pueden aumentar la generaciéon de proteinas
morfogenéticas Oseas (BMPs) (Boden et al., 1997). Pero a pesar de la potencial
importancia de todos estos aspectos, el impacto de los glucocorticoides sobre la

fisiologia 6sea no parece estar clara todavia.

De cualquier modo los resultados de los estudios in vivo tanto en animales como
en humanos son inconsistentes; elevadas dosis o dosis a largo plazo de glucocorticoides
causan una rapida reabsorcion Osea que tiene como resultado una disminucion de la
masa mineral 6sea (Fujita et al., 2000; Villareal, Klaustermeyer, Hahn, & Gordon,
1996), mientras que otros estudios en animales de experimentacion demuestran que en
contraste con lo encontrado en humanos, el tratamiento con glucocorticoides incrementa
la masa 6sea en ratas, lo cual puede estar mas relacionado con la supresion de la
resorcion 6sea que con el aumento de la formacion de hueso (King, Weir, Gundberg,
Fox, & Insogna, 1996; Turner, Hannon, Greene, & Bell, 1995; Okazaki et al., 1998). De
cualquier modo, las comparaciones de los resultados de todos estos estudios son
complicadas debido a que utilizan distintas dosis de antiinflamatorio, la duracién del
tratamiento y forma de administracion también difieren asi como las caracteristicas de

los animales utilizados, lo que puede ser la causa de las discrepancias entre ellos.
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II. OBJETIVOS
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Dado que los estudios sobre el papel identificativo de los marcadores
antigénicos para los osteoblastos se han realizado sobre cultivos primarios de
osteoblastos humanos, es posible que existiera un efecto modulador sobre la expresion
antigénica de los factores hormonales y/o factores de crecimiento presentes en el suero
bovino fetal utilizado para el cultivo de estas células. Por ello, utilizaremos cortes de
tejido 6seo para el estudio de la expresion de marcadores antigénicos en la poblacion de

osteoblastos humanos en cultivo.

A nuestro juicio son muchas las lagunas que quedan en la literatura en relacion a
la evaluacion de la regeneracion 6sea que se produce con y sin aplicar el concentrado
plaquetario. Otra de las carencias que encontramos es la ausencia de datos sobre el
mecanismo de accion del plasma autdlogo sobre los osteoblastos tanto a nivel celular
como molecular, aspecto este que consideramos de vital importancia, dado que estas

células son las responsables de la reparacion oOsea.

Los antiinflamatorios son farmacos utilizados frecuentemente en la practica
clinica odontolégica. Los antecedentes bibliograficos nos llevan a pensar que los
antiinflamatorios pueden ejercer efectos sobre distintos pardmetros celulares implicados
en los procesos de reparacion y regeneracion Osea, tan necesarios es la mayoria de las

intervenciones de rehabilitacion orofacial.

Con objeto de aportar nuevos datos en relacion tanto al perfil antigénico de los
osteoblastos humanos como del efecto de distintas sustancias de uso clinico en
odontologia sobre esta misma poblacion celular, nos proponemos los siguientes

objetivos:

1. Determinar la expresion de marcadores antigénicos previamente descritos en

osteoblastos en cultivo, en células frescas, usando para ello cortes de tejido dseo.

2. Estudiar el efecto del PRP sobre diferentes marcadores celulares.

3. Valorar el efecto de antiinflamatorios comunmente utilizados en el tratamiento

odontologico sobre distintos parametros celulares.
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III. MATERIAL Y METODOS
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1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES ANTIGENICOS EN
CELULAS FRESCAS

1.1. Muestras de tejido

El anélisis se realiz6 sobre 10 muestras de tejido 6seo humano obtenidas en el
desarrollo de cirugia mandibular de 5 mujeres y 5 hombres, voluntarios sanos, con
edades comprendidas entre 20 y 30 afios, que acudieron a la facultad de Odontologia de

la Universidad de Granada.
Las secciones de tejido se lavaron meticulosamente en PBS (Phosphate Buffered
Saline: tampon salino de fosfatos) a pH 7.4 (Sigma, St Louis, MO, USA) para eliminar

la medula y restos de tejido.

Las muestras de tejido 6seo se fijaron en formol y fueron incluidas en parafina

para su posterior estudio.

1.2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del perfil antigénico se

presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio fenotipico de

células frescas

Abmo Especificidad Clon Casa comercial*
OKBcALLA CDI10 NL1-7-6-14-10 OD
CD54 CD54 MEN-III Ca
CD80 CD80 Alfa-CD80 PM
OKDR HLA-DR SC-2 OD
Anti-human alkaline AP 3B6 S

phosphatase

Anti-human IFNy IFNy B-Bl DC
Anti-human IL-12 1L-12 B-P24 DC
Anti-human IL-15 IL-15 B-E29 DC

* OD: Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ; Ca: Caltag, San Diego, CD; PM: Pharmigen, San Diego,
CA; SI: Sigma Aldrich, St. Louis, USA; DC: Daclone, Burlingame cedex, France.
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1.3. Inmunohistoquimica

Se utiliz6 el método del complejo avidina-biotina para determinar la expresion
antigénica. En todos los casos, las secciones de tejido dseo, previamente incluidas en
parafina, se cortaron en porciones con un espesor de 5 pm con un microtomo (Reichert-
Jung 2030. Biocut Rotary Microtome. Orlando, Florida, United States). Posteriormente
se montaron en portaobjetos de cristal previamente tratados para inmunohistoquimica

(Microscope Slides Precleaned. Fisher Scientific. Pittsburg, USA)

Las muestras desparafinadas en xileno, se rehidrataron por inmersién en una
bateria con concentraciones decrecientes de etanol (etanol absoluto, 96°, 90°, 70°, 50° y
H,0). Posteriormente las secciones se incubaron con peroxido de hidrogeno al 0.3% en
metanol durante 30 minutos con objeto de inhibir la actividad de la peroxidasa

endogena.

Trascurrido el tiempo de incubacion, las muestras se lavaron en PBS y se
incubaron nuevamente con suero humano del grupo AB con objeto de reducir las

uniones inespecificas.

Las muestras asi preparadas se incubaron durante toda la noche a 4°C, con
diluciones 1:100 de anticuerpos monoclonales (primer anticuerpo, ver tabla 1). Después
de tres lavados, las secciones se incubaron con una anticuerpo antilg biotinilado
(segundo anticuerpo) diluido 1:100 en 1% de PBS-sero albumina bovina durante una
hora. Las secciones posteriormente se expusieron al complejo avidina-biotina

peroxidasa durante una hora.

Finalmente las muestras se aclararon tres veces en PBS y se revelaron con 0.5
mg/ml de diaminobencidina que contenia 0.01% de peroxido de hidrogeno (Master
Diagnostica S.A., Granada. Espana). La reaccion fue contrastada con hematoxilina de

Mayer.

Las distintas preparaciones fueron finalmente observadas en un microscopio

optico (Microscopio Binocular URA TECHNIC, Navarra, Espafia). La lectura se realizo
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por observacion, con el objetivo 100X, valorando el grado de intensidad con los

siguientes criterios: - negativo, + débil y variable, + moderado, ++ fuerte.
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL PRP SOBRE DIFERENTES MARCADORES
CELULARES

2.1. Obtencion de tejido 6seo

Los osteoblastos fueron obtenidos de tejido 6seo humano, procedente de
osteotomias realizadas durante el curso de intervenciones quirdrgicas. Se obtuvieron un
total de 28 muestras de hueso procedentes de 14 pacientes voluntarios sanos (dos
muestras por paciente), 8 mujeres y 6 varones, de tercer y cuarto curso de odontologia,
que acudieron a la clinica de esta facultad para realizarse la extraccion de terceros

molares inferiores retenidos.

Las muestras se mantuvieron en suero salino isoténico a 4°C desde su recogida

hasta su cultivo, durante un tiempo no superior a 4 horas.
2.2. Obtencion del Plasma Rico en Plaquetas

Previa firma del consentimiento informado y antes de comenzar la cirugia, los
pacientes se sometian a la extracciéon de 20 cm’ de sangre que posteriormente se

distribuy6 en 4 tubos con citrato sddico al 3,8% como anticoagulante.

Para la obtencion del PRP se siguid el método descrito por el doctor Anitua

(Anitua, 1999).

La sangre extraida en las condiciones indicadas se centrifugd a una velocidad de
280 G durante 7 minutos a temperatura ambiente (centrifuga Modelo P.R.G.F.-GAG
Medicale-Espafia). Esta centrifugacion debe ser suave permitiendo asi concentrar las
plaquetas en el plasma que se encuentra mas proximo a los hematies. Tras el
centrifugado se consigue la separacion de la serie roja (en la parte inferior del tubo) y el
plasma, por encima, en el que se diferencian 3 porciones, que se iban pipeteando
(siempre en condiciones de esterilidad, bajo una campana de flujo laminar) y separando
al tiempo, desde arriba hacia abajo: plasma pobre en factores de crecimiento (0,5 cm?),

plasma con un numero de plaquetas similar al de la sangre periférica (0,5 cm’) y plasma
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rico en factores de crecimiento o PRP, los 0,5 cm’ justo por encima de la serie roja, y

que sera la fraccidon que usaremos para nuestro estudio.

Las 4 fracciones obtenidas de PRP (una por bote de sangre recogido) fueron
utilizadas para suplementar el medio de cultivo en donde se depositaron las muestras de
hueso obtenidas del mismo paciente durante la cirugia, con objeto de aislar y establecer

el cultivo primario de osteoblastos.

2.3. Aislamiento y cultivo de osteoblastos

En el laboratorio, los explantes de tejido Oseo se cortaron en piezas de
aproximadamente 3 mm’ y se eliminaron los restos de periostio y tejidos blandos. A
continuacion se lavaron en abundante PBS para eliminar todos los elementos
sanguineos contaminantes. Una vez limpio el fragmento de tejido 6seo es colocado en
un frasco de cultivo de 25 cm? de superficie (Falcom, Labware, Oxford, UK), con 10 ml
de medio de cultivo. El medio utilizado es el DMEM (Gibco, Cell Culture Products,
Carlsbad, CA), suplementado con 100 Ul/ml de penicilina (Lab Roger S.A.,
Barcelona, Espafia), 50 pg/ml de gentamicina (Braun Medical S.A., Jaén, Espana), 2.5
pg/ml de anfotericina B (Sigma, St Louis, MO, USA), L-Glutamina al 1% (Sigma, St
Louis, MO, USA), HEPES al 2% (Sigma, St Louis, MO, USA) y un 20% de suero
bovino fetal (SBF) (Gibco, Paisley, UK) que, previamente, habia sido
descomplementado en un bafio a 56°C, durante 30 minutos. Estas son las condiciones
normales de cultivo (grupo control) bajo las que se coloco la primera muestra de cada
paciente. La segunda (grupo problema), era cultivada con el mismo medio DMEM,
suplementado de igual forma que para el grupo control con la diferencia de que el SBF
era sustituido por un 10% de Plasma Rico en Plaquetas que previamente habiamos

obtenido de ese mismo paciente.

Ambas muestras se mantuvieron a 37°C en una estufa de CO; al 5% y el medio

se reemplazaba por decantacion cada 6 dias.

Se controld periddicamente por microscopia valorando la proliferacion de grupo

caso y del problema, hasta conseguir las lineas celulares que permitieran su posterior
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estudio (Reyes-Botella et al., 2000). Dichas lineas celulares se mantuvieron por

subcultivo en su medio correspondiente.
2.4. Preparacion de las células osteoblasticas para su estudio

Los osteoblastos cultivados, segin el procedimiento anteriormente descrito,
proliferan adherido a la superficie del frasco de cultivo, por lo que, para cualquier
ensayo o manipulacién es necesario despegarlos previamente. Para ello se usa una
solucion de Tripsina-EDTA (Sigma, St. Louis, MO) durante 10 minutos, a 37°C. Una
vez transcurrido ese tiempo, la actividad enzimatica es neutralizada con medio DMEN
suplementado al 10% con suero bovino fetal. La suspension celular que se obtiene se

centrifuga a 400 G (1200 rpm) y el boton se resuspende en medio de cultivo.
2.4.1. Estudio del efecto del PRP sobre la proliferacién celular

La proliferacion celular fue determinada en base a la captacion de Timidina
tritiada (H’-timidina). Para ello una suspension de células previamente ajustada a una
densidad celular de 1x10* en su medio de cultivo correspondiente, control con suero
bovino fetal y de estudio con PRP, se dispuso en volimenes de 200ul en una placa de
96 pocillos. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en atmosfera de CO,

al 5%.

Transcurridas las 24 horas se afiadio a cada pocillo 0.1 uCi/ml de H’-timidina
(Dupon NEN product, Bosto’H-timidina MA, USA), incubandose de nuevo en las
mismas condiciones. A las 18 horas las células fueron despegadas con Tripsina-EDTA y
neutralizado posteriormente el enzima con medio de cultivo con suero o con PRP, para
posteriormente ser recogidas sobre discos de papel de filtro (Whatman), utilizdndose
para ello un recogedor celular semiautomatico (Titertek Cell Harvester, Skatron,

Noruega).

Tras su secado, los discos de papel de filtro correspondientes a cada pocillo se
colocaron en tubos individuales, a cada uno de los cuales se le afiadieron 3 ml de liquido

de centelleo (LKB, Wallac, England). Posteriormente se determiné la radiactividad en



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

un contador de centelleo (BETAmatic Kontron Analytical, Miinchenstein, Suiza). La
proliferacion de los osteoblastos se calculd determinandose la incorporacion de H*-
timidina por la célula en proliferacion. Los resultados se expresaron en dpm (niimero

de desintegraciones por minuto).

2.4.2. Estudio del efecto del PRP sobre la expresidn antigénica

El andlisis antigénico de los osteoblastos humanos obtenidos por cultivo con
suero bovino fetal o con PRP como suplemento al medio se realizo utilizando una
bateria de anticuerpos monoclonales (Abmo, ver tabla 4) marcados con distintos
fluorocromos y la técnica de citometria de flujo. Para ello se obtuvo una suspension
celular como se indica en el apartado I1.4. de este material y método y se ajust6 a 5x10°
células/ml. 100ul de dicha suspension celular se incubaron con 10 6 20 pl del Abmo
correspondiente a investigar y se incubd durante 20 minutos a 4°C en oscuridad.
Transcurrido el periodo de incubacién se lavo con PBS y se analizo el porcentaje y la
intensidad de fluorescencia con un citrometro de flujo (Fasc Vantage Becton Dickinson,

Palo Alto, California, USA). En todos los casos se incluyd un control negativo.

Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas para el
marcador analizado, junto a la intensidad de fluorescencia detectada lo que nos sugiere

la densidad de expresion del mismo.

Tabla 4. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio fenotipico

Abmo CD/especialidad | Fluorocromo Casa comercial

OKM13 CD13 PE Ortho DS, (Bélgica)
CD44 CD44 FITC Sigma Immunochemicals, (USA)
CD54 CD54 FITC Caltag, (EE.UU.)
CD68 CD68 FITC Dako (Denmark)
CD80 CD80 FITC Pharmingen, (EE.UU.)
CD86 CD86 FITC Pharmingen, (EE.UU.)
OKDR HLA-DR FITC Ortho DS, (Bélgica)

Anti-fosfatasa alcalina AP FITC Cymbus Biotechnology (USA)
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2.4.3. Estudio del efecto del PRP sobre el ciclo celular

El estudio del efecto del PRP sobre el ciclo celular de los osteoblastos humanos
en cultivo se realizé partiendo de una suspension celular, obtenida segun se indica en el
apartado I1.4 de este material y método y siguiendo la metodologia descrita por
Ormerod (Ormerod, 2000). A 200 ul de una suspension de células en PBS ajustada a
5x10° células/ml se le afiadieron 2 ml de etanol al 70% en agua destilada helada y se
agitd vigorosamente dejandolo en reposo al menos durante 30 minutos en frio. Se
lavaron las células por centrifugacion y se suspendieron en 800 pl de PBS. Las células
se analizaron microscopicamente con objeto de eliminar los posibles grumos, en cuyo
caso se utilizé una jeringa de insulina. A continuacion se adicionaron 100 ul de RNasa
(Img/ml) y 100 ul de Ioduro de Propidio y se incubaron a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se analizaron en un citometro de flujo con un laser de argén a 488 nm

(Fasc Vantage Becton Dickinson, Palo Alto, California, USA).
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3. EFECTO DE LOS ANTIINFLAMATORIOS COMUNMENTE UTILIZADOS
EN EL TRATAMIENTO ODONTOLOGICO SOBRE DISTINTOS
PARAMETROS CELULARES

Para este estudio se seleccionaron tres antiinflamatorios, escogidos
fundamentalmente por su utilidad clinica en la practica odontologica, dos de ellos son
AINES: Ibuprofeno (Sigma Chem. Comp., St Louis, Mo, USA) y Paracetamol (Sigma
Chem. Comp., St Louis, Mo, USA) y el tltimo es un antiinflamatorio esteroideo:
Metilprednisolona (Sanofi-Aventis, Espafia). Con dichos antiinflamatorios hemos
tratado, in vitro, lineas celulares de osteoblastos humanos en cultivo con objeto de

determinar su efecto sobre distintos parametros celulares.

3.1. Efecto de los antiinflamatorios sobre la proliferacion celular

El efecto sobre la capacidad proliferativa de los osteoblastos humanos en cultivo
se realizdé mediante el recuento del nimero de células tras el tratamiento con distintas
concentraciones de antiinflamatorio durante 24 y 48 horas, utilizando como contador de
células un citémetro de flujo Ortho Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic System,
Raritan, USA).

Las células suspendidas en medio de cultivo sin SBF y ajustadas a una
concentracién final de 2x10° células/ml, se dispusieron en una placa de cultivo de 24
pocillos (Falcon, Becton Dickinson Labware, N.J., USA), conteniendo cada uno de ellos
un volumen de 2 ml. Cada pocillo fue tratado con la dosis correspondiente de
antiinflamatorio a estudiar: 5 y 25 uM para Ibuprofeno y el Paracetamol, y 10°y 10® M

para la Metilprednisolona.

En todas las experiencias se incluyeron pocillos sin tratamiento como controles.

Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado.

Las placas de cultivo fueron posteriormente incubadas a 37°C durante 24 o 48
horas. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las células se despegaron con 1ml
de una solucion de Tripsina-EDTA durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente se

neutraliz6 la actividad enzimatica con otro mililitro de medio DMEM suplementado con
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un 10% con SBF. La suspension celular obtenida se depositd en un frasco universal y se
centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos. El boton celular obtenido se suspendi6 en
500 pl de PBS, se agitdé y se procedi6 al recuento del numero total de células en un

citometro de flujo. Los datos se expresaron como el nimero de células totales/ml.

3.2. Efecto de los antiinflamatorios sobre el perfil antigénico

Para determinar el efecto de los distintos antiinflamatorios estudiados sobre la
expresion antigénica de cultivos primarios de osteoblastos humanos, las células se
cultivaron durante 24 horas con las siguientes dosis: 5 y 25 uM de Ibuprofeno y

Paracetamol y 10® y 10™®* M de Metilprednisolona.

Se obtuvo una suspension celular tras tratar los cultivos con Tripsina-EDTA,
neutralizar con medio DMEM suplementado al 20% y lavar por centrifugado durante 10

minutos a 1200 rpm.

Se incubaron 100 upl de la suspension celular con 10 ul del Abmo
correspondiente (ver tabla 5), durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Transcurrido este
periodo con el Abmo, las células se lavaron por centrifugacién con PBS y el sedimento
se suspendié en 1 ml de PBS para su lectura en un citometro de flujo (FACS Vantage
SE, Becton Dickinson, Paloalto, California, USA). En todos los ensayos se incluyeron

controles de isotipo, con objeto de descartar los falsos positivos por unidn inespecifica.

Tabla S. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del efecto de

antiinflamatorios sobre el perfil fenotipico de osteoblastos humanos

en cultivo
Abmo CD/especialidad | Fluorocromo Casa comercial
OKB-cALLa CDI10 PE Ortho DS, (Bélgica)

OKM13 CD13 FITC Ortho DS, (Bélgica)

OKB CD21 PE Ortho DS, (Bélgica)

Sigma Immunochemicals,

CD44 CD44 FITC (USA)

CD54 CD54 FITC Caltag, (EE.UU.)

CD80 CD80 FITC Pharmingen, (EE.UU.)

CD86 CD86 FITC Pharmingen, (EE.UU.)
OKDR HLA-DR FITC Ortho DS, (Bélgica)
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3.3. Efecto de los antiinflamatorios sobre el ciclo celular

Para determinar el efecto de los distintos antiinflamatorios sobre el ciclo celular
de osteoblastos humanos, las células se cultivaron a 37°C, en atmoésfera de CO, al 5%,
con las siguientes dosis de antiinflamatorios: 5 y 25 uM de Ibuprofeno y Paracetamol y
10° y 10® M de Metilprednisolona, durante un periodo de 24 horas. Transcurrido ese
tiempo se obtuvieron distintas suspensiones celulares (una por dosis de antiinflamatorio
mas un grupo control, sin tratamiento) tras tratar con tripsina-EDTA, neutralizar con

medio DMEM suplementado al 20% y lavar por centrifugado durante 10 minutos a

1200 rpm.

La técnica utilizada para el estudio del ciclo celular fue la descrita por Ormerod

(Ormerod, 2000) y que se detalla en el apartado II. 4. 3 de este material y métodos.

3.4. Efecto de los antiinflamatorios sobre la capacidad fagocitica

La capacidad fagocitica de las lineas celulares de osteoblastos humanos fue
estudiada siguiendo una técnica citométrica y confirmada posteriormente mediante

microscopia electronica de transmision.

Para la técnica de citometria de flujo se utilizaron como particulas diana bolitas
de latex de 2 um de diametro marcadas con fluoresceina (Sigma Chem. Comp., St

Louis, Mo, USA).

Previamente las células fueron cultivadas durante 24 horas a 37°C, en atmosfera
de CO, al 5%, con distintas concentraciones de antiinflamatorios: 5 y 25 uM de

Ibuprofeno y Paracetamol y 10° y 10°®* M de Metilprednisolona.

Trascurridas las 24 horas, dos mililitros de una suspension celular en medio
DMEM suplementado con un 10% de SBF y una densidad celular media de 1x10*
células/ml, se incubaron con 10 pl de una suspension de las bolitas marcadas con
fluoresceina, a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. Posteriormente, las células
fueron lavadas y suspendidas en 1 ml de PBS, e inmediatamente después analizadas en

un citometro de flujo (FACS Vantage SE, Becton Dickinson, Paloalto, California,
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USA).

Los resultados se expresaron como el porcentaje de células que fluorecen o

células fagocitadas.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las experiencias realizadas para la consecucion de cada uno de los

objetivos de esta Tesis Doctoral, se repitieron al menos tres veces.

Los datos recogidos fueron tratados y analizados mediante el programa
informatico SPSS version 13.0 (Statistical Program for Social Science) para el entorno

Windows XP.

Como todas las variables de interés fueron variables continuas (proliferacion
celular, porcentaje de expresion, intensidad de fluorescencia media), los resultados se

expresaron como media * desviacion tipica.

Las diferencias estadisticas entre los distintos grupos estudiados (control y
diferentes tratamientos) se evaluaron con el test T-Student, considerando significativos

valores de p < 0,05.
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IV. RESULTADOS
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1. EXPRESION DE MARCADORES ANTIGENICOS EN CELULAS FRESCAS

Los osteoblastos humanos han sido las células objeto de nuestro estudio. Para el
analisis de la expresion de marcadores antigénicos sobre células frescas se utilizaron
diez cortes de tejido 6seo de voluntarios sanos, sometidos a cirugia mandibular. Cinco
pertenecian a mujeres y los otros cinco a hombres, de edades comprendidas entre los 20

y los 30 afos.

Los osteoblastos fueron identificados por su morfologia y su localizacion.

El patréon de reactividad fue similar en todas las muestras analizadas. La mayoria
de los osteoblastos mostraron una intensa positividad frente a los antigenos CD10,
CD44 y fosfatasa alcalina (Tabla 6). La expresion de CD54, CD80 y HLA-DR presento
mas variabilidad. E1 CD54 fue moderadamente positivo en tres muestras y su expresion
fue muy débil en una de ellas; la expresion de CD80 y HLA-DR fue débil en dos de las

muestras analizadas y ausente en el resto (tabla 6).

Todos los cortes de tejido mostraron una expresion positiva frente a IFN-y,

mientras que la expresion de citoquinas como IL-12 e IL-15 fue variable (Tabla. 6).

Tabla 6. Reactividad de los antigenos frente a células osteoblasticas en cortes

de tejido 0seo

mAb Grado de intensidad* % de células positivas
CDI10 ++ 90-100
CD44 + 90-100
CD54 + 20-40
CD80 -/+ 10-20
HLA-DR -/+ 10-20
AP + 90-100
IFN-y ++ 90-100
IL-12 + 90-100
IL-15 + 90-100

*El grado de intensidad se estim6 como sigue a continuacion: - negativo, + débil y variable, + moderado,

++ fuerte
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2. EFECTO DEL PRP SOBRE DIFERENTES MARCADORES CELULARES

2.1. Aislamiento, cultivo y caracterizacion de los osteoblastos humanos

Para su aislamiento partimos de muestras de tejido cortical de un total de 14
pacientes voluntarios sanos, de ambos sexos (6 varones y 8 mujeres), con edades
comprendidas entre los 20 y 23 afios (21,1 afios de edad media), que eran sometidos a la
extraccion de terceros molares retenidos. En todos los casos se recogieron 2 muestras de
tejido 6seo por paciente las cuales se cultivaron separadamente, una en medio
suplementado con suero bovino fetal y otra en medio suplementado con PRP, hasta
obtener un crecimiento semiconfluente de células. En el primer caso, el tiempo medio
necesario para alcanzar la semiconfluencia fue de unos 15 a 20 dias, a diferencia del
cultivo con PRP, que requiri6 un tiempo medio de unos 7 a 10 dias. Los cultivos asi
obtenidos, en ambos casos, se mantuvieron por subcultivo en sus medios
correspondientes, pero no de manera indefinida, por lo que transcurrido un cierto
tiempo, las lineas celulares empiezan a mostrar signos de agotamiento; muestra de ello
es la perdida de la capacidad proliferativa y alteraciones morfologicas tipicas. Cabe
sefalar, que el periodo de tiempo en el que las células se mantuvieron por subcultivo sin
mostrar signos de agotamiento fue inferior significativamente en el caso de utilizar
como suplemento el PRP (aproximadamente unos 30 a 40 dias) con respecto a las

células cultivadas con suero bovino fetal (aproximadamente 80 a 90 dias).

Las distintas lineas celulares obtenidas, en cada caso, fueron identificadas por su

morfologia, caracteristicas bioquimicas y perfil antigénico.

2.2. Efecto del PRP sobre la proliferacion celular

El estudio de la capacidad proliferativa se determind mediante la técnica de
incorporacion de Timidina-tritiada. Dicho estudio se realiz6 a los 15 y a los 30 dias de
iniciado el cultivo. Como podemos observar en la figura 1, las células obtenidas en
presencia de PRP presentan en los 15 dias una tasa de crecimiento significativamente
mayor (que las células cultivadas con suero bovino fetal (control). A los 30 dias sin
embargo la célula disminuye su capacidad proliferativa mientras que en las células

control se mantiene (figura 2). Podemos resumir que el PRP aumenta de forma
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significativa la proliferacion de los osteoblastos humanos en cultivo durante las
primeras semanas, si bien se observo un envejecimiento prematuro de los cultivos con

PRP, en relacion, a los controles.
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Figura 1. Medida de la proliferacion de los osteoblastos humanos en cultivo
con PRP durante 15 dias con respecto del control (cultivos con suero
bovino fetal al 20%), mediante la captacion de H’-tritiada, expresado

en dpm (numero de desintegraciones por minuto).
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Figura 2. Medida de la proliferacion de los osteoblastos humanos en cultivo
con PRP durante 30 dias con respecto del control (cultivos con suero
bovino fetal al 20%), mediante la captacion de H’-tritiada, expresado

en dpm (numero de desintegraciones por minuto).
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2.3. Efecto del PRP sobre la expresion antigénica

El efecto del PRP como suplemento o factor de crecimiento sobre la expresion
de marcadores de superficie de los osteoblastos humanos en cultivo se determind
mediante el uso de una bateria de Abmo y la técnica de citometria de flujo. Los
marcadores seleccionados para este estudio fueron, los que se expresan en el 100% de la
poblacion (CD10, CD13, CD44 y Fosfatas alcalina) y los que se expresan en parte de
ella (CD54, CD69, CD80, CD86 y HLA-DR) segun los antecedentes bibliograficos. Los

resultados obtenidos quedan recogidos en la tabla 7.

Tabla 7. Expresion antigénica de los osteoblastos humanos en cultivo,
obtenidos en medios con suero bovino fetal (control) y en medios
con PRP, utilizando para ello una bateria de Abmo y la técnica de
citometria de flujo.

Control PRP

Marcador %Expresion | %Expresion | %Expresion | %Expresion | %Expresion | %Expresion
minima maxima media minima maxima media
CD10 98,70 99,80 99,50 87,32 99,70 97,90
CD13 99,60 99,90 99,85 90,80 99,85 99,00
CD44 98,60 99,30 99,00 87,46 99,38 98,70
CD54 15,78 22,50 19,78 49,10 90,78 65,58
CD69 45,45 55,40 51,45 53,96 78,78 68,27
CDS80 20,11 35,60 22,11 36,36 85,89 63,27
CD86 51,39 64,50 61,39 57,11 88,53 79,19
HLA-DR 13,38 19,30 15,38 71,98 91,60 75,65
AP 99,90 100,00 99,98 90,68 98,98 95,99

2.3.1. Expresion de los antigenos CD10 y CD13

Las endopeptidasas de superficie caracterizadas como CDI10 y CDI13 son

expresadas practicamente en el 100% de las distintas lineas analizadas no observandose
efecto como consecuencia del uso del PRP a nivel del porcentaje de positividad. Si
cabe sefalar un incremento de la intensidad de fluorescencia (IF) en las células
obtenidas por cultivo con PRP. Asi el CD10 pasa de valores de IF del orden de 104,16
de los controles a 182,70 de las tratadas con PRP. En la figura 3 se muestran los

histogramas de fluorescencia obtenidos para el CD13 en las dos condiciones de cultivo.



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

10403 13 051,002 110403 12 051R.003

15 2
5 2t

Courts

0
0

Il A8 4 M)

) ) ) ) ) Fig. 3.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
Fig. 3.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
. . ) citometria de flujo para el antigeno CDI13: cultivo de
citometria de flujo para el antigeno CDI13: cultivo de

) osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP
osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF

(grupo problema).

(grupo control).

2.3.2. Expresion del antigeno CD44

El antigeno CD44 es una molécula de adhesion funcional. Es el receptor del
acido hialuréonico. A dicha molécula se le atribuyen dos funciones importantes:
participar en el reclutamiento de leucocitos a los tejidos y actuar como molécula
coestimuladora de los linfocitos T. Dicha molécula se expresé en la totalidad de la
poblacion analizada, independientemente de las condiciones de cultivo, como podemos

observar tanto en la tabla 7 como en la figura 4.
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Fig. 4.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CD44: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF

(grupo control).

2.3.3. Expresion del antigeno CD54

Fig. 4.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CDA44: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP

(grupo problema).

Entre las funciones descritas para el CD54 cabe sefialar su participacion en los

procesos de presentacion del antigeno. Esta molécula se expresdé en un porcentaje

reducido de osteoblastos en cultivo, sin embargo, cuando la linea celular se establece
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utilizando PRP se observa un incremento significativo del porcentaje de células

positivas para dicho marcador (figura 5). Igualmente, en estas condiciones de cultivo se

produce un incremento en la intensidad de fluorescencia (de 19,78 a 276,14).
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Fig. 5.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CDS54: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF

(grupo control).

2.3.4. Expresion del antigeno CD69
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Fig. 5.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CDS54: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP

(grupo problema).

La expresion de esta molécula es signo de activacion celular. Como podemos

observar en la tabla 7 y en la figura 6 la expresion celular de esta molécula aumenta

ligeramente en las células obtenidas en presencia de PRP.
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Fig. 6.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CD69: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF

(grupo control).

2.3.5. Expresion del antigeno CD80 y CD86

11040369 05 1R.007
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Fig. 6.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CD69: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP

(grupo problema).

Ambos antigenos, CD80 y CD86 son moléculas coestimuladoras de los

linfocitos T y su expresion es caracteristica de las células presentadoras de antigeno.
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Tanto CD80 como CD86 se expresaron en una subpoblacion de las lineas
celulares establecidas, y como podemos observar el cultivo en presencia de PRP
aument6 de forma significativa ambos antigenos. Cabe destacar la dispersion de
resultados obtenidos cuando el antigeno analizado fue el CD80 en los cultivos con PRP

(tabla 7 y figura 7).
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Fig. 7.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CD86: a) Cultivo de

osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF

Fig. 7.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno CD86: cultivo de

osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP

(grupo control). (grupo problema).

2.3.6. Expresion de HLA-DR

El antigeno de clase II HLA-DR, que codifica el Complejo Principal de
Histocompatibilidad, participa de forma activa en el proceso de presentacion del
antigeno. Dicha molécula presente en una parte minoritaria de la poblaciéon aument6 de
forma llamativa cuando la poblacién analizada fueron los osteoblastos obtenidos en

cultivos suplementados con PRP (tabla 7 y figura 8).

110402 OS3RHLA 010

Data.004

|
15 0
!

COUNLE

0 20 30 40 50 60 FO 80 40
L
Counts

10
!

|
5

1, S, T
! i n? 1! 102 10 It

108 10 109 FL1

FL1

o

T
0 10!

=

Fig. 8.a) Histograma de fluorescencia obtenido mediante . . . . .
Fig. 8.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante
citometria de flujo para el antigeno HLA-DR: cultivo de . i . , .
citometria de flujo para el antigeno HLA-DR: cultivo de
osteoblastos humanos en medio suplementado con SBF .
osteoblastos humanos en medio suplementado con PRP
(grupo control).
(grupo problema).
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2.3.7. Expresion del Fosfatasa Alcalina

La fosfatasa alcalina es un enzima caracteristico de los osteoblastos y se utiliza
como marcador del metabolismo 6seo. Esta molécula es propia de los osteoblastos
maduros. No se ha observado efecto como consecuencia del uso del PRP a nivel del

porcentaje de positividad (tabla 7 y figura 9).
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Fig. 9.2) Histograma de fluorescencia obtenido mediante Fig. 9.b) Histograma de fluorescencia obtenido mediante

citometria de flujo para el antigeno Fosfatasa alcalina:
cultivo de osteoblastos humanos en medio suplementado

con SBF (grupo control).

citometria de flujo para el antigeno Fosfatasa alcalina:
cultivo de osteoblastos humanos en medio suplementado

con PRP (grupo problema).

2.4. Efecto del PRP sobre el ciclo celular

Las células en cultivo tras su fijacion, eliminacion del RNA y tincidon con loduro
de Propidio se analizaron por citometria de flujo con un programa adecuado para
valorar su ciclo celular. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 8 y en la figura
10. El estudio de los datos muestra que las células presentes en los cultivos con PRP no
presentaron alteraciones importantes con respecto del control o células cultivadas en
presencia de suero bovino fetal. Dado que mostraron un ciclo celular propio de células
normales, no observandose la presencia de aneuplodia del DNA. El término de
aneuploidia de DNA es utilizado para hacer referencia a todas las alteraciones
cuantitativas del DNA. Ya que las células transformadas muestran una cantidad de
DNA diferente al que se detecta en células normales diploides en la misma fase del

ciclo celular.

Los datos obtenidos descartan la posible diferenciacion andémala de éstas células
como consecuencia del tratamiento con PRP, no detectdndose por lo tanto signos de

transformacion neopldsica.
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Tabla 8. Analisis del ciclo celular de los osteoblastos humanos en cultivo con

suero bovino fetal y e presencia de PRP. Porcentaje de células en los

diferentes estadios

PORCENTAJE CELULAR
FASES CONTROL PRP
G0-G1 89,46% a 65,85% 97,60% a 66,77%
G2-M 9,40% a 132,27% 2,33% a 141,62%
S 1,15% 0,06%
%CV 12,38% 11,71%

2?0

50
1

120 160

80
Channels

Fig. 10.a) Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los osteoblastos humanos

en cultivo: control

Fig. 10.b) Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los osteoblastos humanos

en cultivo: PRP
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3. EFECTO DE LOS ANTIINFLAMATORIOS COMUNMENTE UTILIZADOS
EN EL TRATAMIENTO ODONTOLOGICO SOBRE DISTINTOS
PARAMETROS CELULARES

3.1. Efecto de los antiinflamatorios sobre la proliferacion celular

Para valorar el efecto de los antiinflamatorios sobre la proliferacion de
osteoblastos humanos en cultivo las células se trataron con distintas dosis de

antiinflamatorios estudiados y se analizaron a las 24 y 48 horas tras el tratamiento.

3.1.1. Efecto del Ibuprofeno sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

A las 24 horas de tratamiento con ibuprofeno se observo una disminucion de la
proliferacion celular en los cultivos tratados con concentraciones de SuM y 25uM del
antiinflamatorio comparadas con los controles (p=0.001, p=0.002 respectivamente)

como se puede observar en la tabla 9 y figura 11.

A las 48 horas se observéd un descenso de la proliferacion celular en los cultivos
tratados con las dos concentraciones de Ibuprofeno aunque los resultados no fueron

estadisticamente significativos (tabla 9 y figura 12).

Tabla 9. Efecto del Ibuprofeno sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

en cultivo tras 24 y 48 horas de incubacion.

Tratamiento Media d.t.* Valor p IC**(95%)
Control 16,53 6,07 1 1
24 horas | Ibuprofeno 25uM 11,08 4,01 0,001 2,45-8,44
Ibuprofeno SuM 11,55 4,37 0,002 1,90-8,05
Control 19,10 8,97 1 1
48 horas | Ibuprofeno 25uM 14,57 8,75 0,072 -,416-9,48
Ibuprofeno 5uM 15,05 8,69 0,138 -1,35- 9,46

*desviacion tipica; ** Intervalo de Confianza
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Figura 11.  Efecto del Ibuprofeno sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

en cultivo tras 24 horas de incubacion. *p=0.001; **p=0.002
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Figura 12.  Efecto del Ibuprofeno sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

en cultivo tras 48 horas de incubacion.

3.1.2. Efecto del Paracetamol sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

Los resultados obtenidos, como se observa en la Figura 13, mostraron que tras
24 horas de tratamiento se produjo una disminuciéon de la proliferacién celular en los
cultivos tratados con concentraciones de 5 uM y 25 uM de paracetamol comparadas con
los controles (p=0.005, p=0.0001, respectivamente) (tabla 10 y figura 13). Los

resultados no fueron significativos tras 48 horas de tratamiento (tabla 10 y figura 14).
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Tabla 10. Efecto del Paracetamol sobre la proliferacion de osteoblastos

humanos en cultivo tras 24 y 48 horas de incubacion.

Tratamiento Media d.t. Valor p IC
Control 16,53 6,07 1 1
24 horas | Paracetamol 25uM | 12,78 498 0,02 0,52-6,97
Paracetamol 5SpuM 11,13 4,79 0,00 2,21-8,57
Control 19,10 8,97 1 1
48 horas | Paracetamol 25uM | 15,40 9,29 0,168 -1,60-9,00
Paracetamol SpuM 14,37 9,23 0,078 -0,56-10,01
24 horas
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(micromoles/ml)

Figura 13. Efecto del Paracetamol sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

en cultivo tras 24 horas de incubacion. *p=0.02 **p=0.00
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Figura 14. Efecto del Paracetamol sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

en cultivo tras 48 horas de incubacion.
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3.1.3. Efecto de la Metilprednisolona sobre la proliferacion de osteoblastos humanos

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con 10° y 10® M de
metilprednisolona producen un descenso significativo de la proliferacion tras 48 horas
de incubacion con respecto de las células no tratadas, con valores de p< 0,000 en ambos
casos (tabla 11 y figura 16). Sin embargo a las 24 horas s6lo se observo un descenso
significativo de la proliferacion celular en el grupo tratado con el antiinflamatorio a

dosis de 10®M (p<0,01) (tabla 11 y figura 15)

Tabla 11. Efecto de la Metilprednisolona sobre la proliferacion de osteoblastos

humanos en cultivo tras 24 y 48 horas de incubacion.

Tratamiento Media d.t. Valor p IC
Control 8,79 4,87 1 1
24 horas | Metilprednisolona 10°M 6,89 4,56 0,17 -,849-4,64
Metilprednisolona 10*M 5,41 391 0,01 0,80-5,94
Control 7,45 2,52 1 1
48 horas | Metilprednisolona 10°M 4,82 2,23 ,000 1,25-4,01
Metilprednisolona 10*M 3,89 2,16 ,000 2,19-4,92
24 horas
16,00
14,00
G 12,00 -
Z 10,00
% 800 I:ICon_troI _
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0,00
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concentracion metilprednisolona
(micromoles/ml)

Figura 15.  Efecto de la Metilprednisolona sobre la proliferacion de osteoblastos

humanos en cultivo tras 24 horas de incubacion. *p=0.01
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Figura 16.  Efecto de la Metilprednisolona sobre la proliferacion de osteoblastos

humanos en cultivo tras 48 horas de incubacion. *p<0.000 **p<0.000

3.2. Modulacion del perfil antigénico de los osteoblastos humanos en cultivo por la

accion de diferentes antiinflamatorios

Nuestro estudio se ha centrado en analizar el efecto de distintos antiinflamatorios
sobre la expresion de marcadores presentes en la membrana celular de los osteoblastos
humanos en cultivo. Entre los marcadores antigénicos seleccionados se encuentran,
aquellos que son detectados practicamente en el 100% de los osteoblastos en cultivo
(CD10, CD13, CD21 y CD44), y los relacionados con la funcidon de activacion y/o
presentacion antigénica (CD54, CD80, CD86 y HLA-DR). Estos marcadores han sido

seleccionados en base a investigaciones anteriores.

Con respecto a los antiinflamatorios utilizados en el estudio cabe sefialar que el
tiempo de tratamiento ha sido 24 horas puesto que los cultivos en presencia del
antiinflamatorio durante dicho tiempo se mostraron mas efectivos en cuanto a la
proliferacion celular. Las dosis seleccionadas para cada antiinflamatorio han sido las
mismas que para el estudio de la proliferacion: 5 y 25 pM para el Paracetamol e

Ibuprofeno y 10° y 10 M para la Metilprednisolona.
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3.2.1. Efecto del tratamiento con Ibuprofeno sobre la expresion antigénica

Tras el tratamiento con distintas dosis de Ibuprofeno (5 y 25 uM) no se observd

ningin cambio en el porcentaje de expresion ni en la intensidad de fluorescencia, a nivel

de los antigenos CD10, CD13, CD21 y CD44 (tablas 12-15 y figura 17 y 18).

Tampoco se observaron cambios en la expresion de antigenos implicados en la

presentacion antigénica como el CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, para ambas dosis
estudiadas (tablas 16-19 y figura 17 y 18).

Tabla 12.

Expresion del antigeno CD10 en cultivos primarios de osteoblastos

humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)

mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de

expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD10
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t.* Valor p / IC (95%)
expresion
Control 78,71 16,90 1 91,48 42,90 1
Ibuprofeno 5uM 69,62 21,42 0,50 [-21,51-39,71] 91,24 68,56 0,99 [-85,96-86,44]
Ibuprofeno 25uM 69,14 22,14 0,48 [-21,44-40,59] 88,34 78,91 0,93 [-89,86-96,15]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 13.

Expresion del antigeno CD13 en cultivos primarios de osteoblastos

humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)

mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de

expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD13
. % de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 84,71 4,54 1 283,12 83,98 1
Ibuprofeno 5uM 78,59 12,01 0,28 [-6,39-18,63] 339,48 53,49 0,33 [-184,30-71,59]
Ibuprofeno 25uM 82,28 6,64 0,53 [-6,31-11,18] 231,35 188,07 057 [-153,98-257,53]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Tabla 14.

Expresion del antigeno CD21 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de

expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD21
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 94,38 2,68 1 227,09 46,77 1
Ibuprofeno 5uM 87,14 10,13 0,12 [-2,58-17,05] 144,50 62,32 0,05 [-3,84-169,02]
Ibuprofeno 25uM 92,29 3,93 0,37 [-3,08-7,26] 154,03 75,32 0,11 [-21,28-167,39]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 15. Expresion del antigeno CD44 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 pM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD44
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 88,27 6,54 1 1703,74 | 240,02 1
Tbuprofeno SuM 90,13 4,90 0,682 [-12,08-8,38] | 173805 | 246,90 | 0,84 [-438,95-370,34]
Ibuprofeno 25uM | 93,04 0,98 0,26 [-14,05-4,52] 173344 | 25124 | 0,86 [-436,48-377,09]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 16. Expresion del antigeno CD54 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD54
% de
Tratamiento ', d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC(95%)
expresion
Control 30,41 9,71 1 10232 | 34,99 1
Ibuprofeno SuM 32,29 7,02 0,77 [-16,97-13,21] 11031 | 2848 0,74 [63,61-47,62]
Ibuprofeno 25uM 37,36 3,09 0,27 [-20,94-7,05] 9898 | 33,20 0,89 [-54,33-61,00]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Tabla 17.

Expresion del antigeno CD80 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de

expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD80
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 21,97 10,77 1 99,85 34,93 1
Ibuprofeno 5uM 26,47 5,10 0,52 [-20,39-11,40] 103,03 30,51 0,89 [-59,58-53,21]
Ibuprofeno 25uM 21,47 9,67 0,94 [-17,01-18,01] 96,14 38,99 0,88 [-56,72-64,13]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza.

Tabla 18. Expresion del antigeno CD86 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD86
% de
Tratamiento ', d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 20,81 10,69 1 96,39 | 37,84 1
Tbuprofeno SuM 19,84 5,60 0,88 [-14,94-16,89] 134,62 | 61,66 0,27 [-115,02-38,56]
Tbuprofeno 25uM 15,74 8,00 0,49 [-11,65-21,78] 114,18 40,59 0,53 [-82,41-46,82]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 19.

Expresion del antigeno HLA-DR en cultivos primarios de
osteoblastos humanos tratados con dos dosis de Ibuprofeno (5 pM y
25uM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en

% de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

HLA-DR
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 23,78 14,40 1 103,30 37,99 1
Ibuprofeno 5uM 25,62 3,37 0,83 [-22,40-18,73] 103,73 30,29 0,99 [-60,06-60,20]
Ibuprofeno 25uM 36,77 33,26 0,42 [-49,02-23,04] 108,77 35,77 0,85 [-67,46-57,52]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Figura 17. Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos

antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de Ibuprofeno

5 uM (verde) comparados con un grupo control, sin tratamiento (rojo)
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Figura 18. Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos

antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de Ibuprofeno

25 pM (verde) comparados con un grupo control, sin tratamiento (rojo).
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3.2.2. Efecto del tratamiento con Paracetamol sobre la expresion antigénica

Como podemos observar en las tablas....y figuras...., el tratamiento con las dos

dosis de Paracetamol estudiadas, en general no produjo cambios significativos en la

expresion de antigenos considerados constitutivos (CD10, CD13, CD21 y CD44) asi

como en los antigenos implicados en la presentacion antigénica (CD54, CD80, CD86 y

HLA-DR) en comparacion con las células sin tratamiento.

Tabla 20. Expresion del antigeno CD10 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5§ uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD10
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 78,71 16,90 1 9148 | 42,90 1
Paracetamol SuM 91,64 2,43 0,24 [-36,90-11,06] 107,39 | 13,39 0,56 [-77,71-45,89]
Paracetamol 25uM | 86,01 6,50 0,50 [-31,87-17,28] 117,71 | 25,84 0,37 [-91,10-38,65]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 21. Expresion del antigeno CD13 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 pM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD13
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 84,71 4,54 1 283,12 | 8398 1
Paracetamol SuM 86,91 5,43 0,53 [-10,26-5,85] 325,18 | 129,83 | 0,56 [-208,04-123,92]
Paracetamol 25uM 79,46 10,52 0,31 [-6,13-16,64] 29021 | 51,67 | 0,89 [-134,43-120,26]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Tabla 22.

Expresion del antigeno CD21 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de

expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD21
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 94,38 2,68 1 227,09 46,77 1
Paracetamol 5puM 96,79 1,50 0,20 [-6,44-1,61] 271,52 46,84 0,22 [-122,67-33,80]
Paracetamol 25uM 94,78 2,73 0,83 [-4,92-4,11] 304,16 70,09 0,08 [-168,13-13,99]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 23. Expresion del antigeno CD44 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 pM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD44
% de
Tratamiento » d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 88,27 6,54 1 1703,74 | 240,02 1
Paracetamol SuM 92,77 2,09 0,29 [13,93-4,94] 1832,89 | 569,94 | 0,63 [-741,12-482,84]
Paracetamol 25uM 88,16 5,818 0,98 [-10,49-10,72] 1595,07 | 128,92 | 0,49 [-249,55-466,90]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 24. Expresion del antigeno CD54 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD54
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p /IC (95%)
expresion
Control 30,41 9,71 1 102,32 | 34,99 1
Paracetamol SuM 38,27 11,97 0,32 [-25,26-9,55] 103,89 | 44,70 0,95 [-65,14-62,00]
Paracetamol 25uM 32,40 14,81 0,81 [21,06-17,08] 102,67 | 39,84 0,98 [61,29-60,58]

*desviacion tipica;

** Intervalo de confianza; *** Intensidad Media de Fluorescencia
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Tabla 25. Expresion del antigeno CD80 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 uM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD80
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 21,97 10,77 1 99.85 | 34,93 1
Paracetamol SuM 29,23 19,91 0,48 [30,68-16,16] 103,40 | 47.45 0,90 [-68,63-61,52]
Paracetamol 25uM | 24,84 1338 0,73 [22,23-16,49] 82,33 | 32,00 0,95 [-63,67-60,23]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 26. Expresion del antigeno CD86 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 pM y 25uM)
mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en % de
expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD86
% de
Tratamiento ', d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 20,81 10,69 1 96,39 37,84 1
Paracetamol SuM 27,58 18,42 0,49 [29,11-15,58] 107,85 55,15 0,72 [-84,18-61,27]
Paracetamol 25uM | 26,37 1532 0,54 [-25,95-14,83] 102,69 45,63 0,83 [-73,55-60,94]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 27.

Expresion del

antigeno HLA-DR en cultivos

primarios de

osteoblastos humanos tratados con dos dosis de Paracetamol (5 pM

y 25uM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en

% de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

HLA-DR
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/ IC (95%)
expresion
Control 23,78 14,40 1 103,30 37,99 1
Paracetamol 5uM 27,52 19,08 0,74 [-30,28-22,81] 99,06 42,86 0,87 [-61,21-70,70]
Paracetamol 25uM 22,79 14,91 0,92 [-23,33-25,32] 96,88 37,33 0,80 [-56,29-70,14]

*desviacion tipica;

** Intervalo de confianza
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Figura 19. Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos

antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de

Paracetamol 5 pM (verde) comparados con un grupo control, sin tratamiento (rojo).
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Figura 20. Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos
antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de

Paracetamol 25 pM (verde) comparados con un grupo control, sin tratamiento (rojo).
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3.2.3. Efecto del tratamiento con Metilprednisolona sobre la expresién antigénica

Tras el tratamiento con Metilprednisolona a dosis de 10° y 10®M, al igual que

en el resto de antiinflamatorios estudiados, no observamos grandes cambios en los

valores de porcentaje de expresion e intensidad de fluorescencia media, para todos los

antigenos estudiados. En el caso concreto de la Metilprednisolona hay que destacar que

si que observamos una tendencia a incrementar la expresion de antigenos implicados en

la presentacion antigénica, como son el CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, aunque esta

tendencia no llega a ser estadisticamente significativa (tablas ... y figuras....).

Tabla 28. Expresion del antigeno CD10 en cultivos primarios de osteoblastos
. . . -6 -8

humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona (10” pM y 10
pM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %

de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).
CD10
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/ IC (95%)
expresion
Control 78,71 16,90 1 91,48 42,90 1
Metilprednisolona 10°M 76,15 21,18 0,84 [-27,91-33,04] 130,91 82,83 0,36 [-135,11-56,26]
Metilprednisolona 10*M | 88,53 1,40 0,36 [-33,73-14,10] 108,57 | 30,04 0,56 [-83,39-49,22]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 29.

Expresion del antigeno CD13 en cultivos primarios de osteoblastos

humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona ao0® uM y 10®

pM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %

de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD13
) % de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 84,71 4,54 1 283,12 83,98 1
Metilprednisolona 10*M 81,64 4,94 0,38 [-4,73-10,86] 376,36 50,47 0,12 [-220,20-33,72]
Metilprednisolona 10*M 81,37 9,00 0,46 [-6,95-13,63] 264,85 33,42 0,73 [-104,10-140,65]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Tabla 30. Expresion del antigeno CD21 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona a10® uM y 10®
uM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %
de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD21
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 94,38 2,68 1 27,09 | 46,77 1
Metilprednisolona 10°M | 93,04 485 0,60 [-4,42-7,10] 218,12 | 81,00 0,83 [-89,05-106,99]
Metilprednisolona 10°M | 95,38 0,90 0,56 [-4,90-2,89] 249,53 | 107,50 | 0,66 [-139,06-94,18]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 31. Expresion del antigeno CD44 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona 1o0°* uM 'y 10
pM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %
de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD44
% de
Tratamiento y d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 88,27 6,54 1 1703,74 | 240,02 1
Metilprednisolona 10°M | 88,88 5,99 0,89 [-11,29-10,08] 1586,27 | 35045 | 0,56 [-344,21-579,16]
Metilprednisolona 10°M | 89,10 6,02 0,86 [-11,53-9,87] 1842,33 | 160,87 | 0,40 [-506,98-229,82]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 32. Expresion del antigeno CD54 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona (10°° My 10
pM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %
de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD54
% de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/ IC (95%)
expresion
Control 30,41 9,71 1 10232 | 3499 1
Metilprednisolona 10°M | 36,23 13,07 0,47 [-23,84-12,21] 10721 | 42,94 0,85 [-67,49-57,70]
Metilprednisolona 10°M | 38,81 28,09 0,51 [-37,01-20,22] 101,94 | 31,41 0,98 [-56,48-57,24]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Tabla 33. Expresion del antigeno CD80 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona a10® uM y 10®
uM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %
de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD80
% de
Tratamiento L d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 21,97 10,77 1 99,85 34,93 1
Metilprednisolona 10°M | 30,41 7,40 0,26 [-25,04-8,16] 105,04 | 43,61 0,85 [-68,09-57,71]
Metilprednisolona 10°M | 22,19 12,78 0,97 [-19,26-18,81] 95,02 31,14 0,84 [-51,84-61,50]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 34. Expresion del antigeno CD86 en cultivos primarios de osteoblastos
humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona 1o0°* uM 'y 10
pM) mediante citometria de flujo. Los resultados se expresan en %
de expresion e intensidad de fluorescencia media (IMF).

CD86
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p /IC (95%)
expresion
Control 20,81 10,69 1 96,39 37,84 1
Metilprednisolona 10°M | 31,78 7,99 0,16 [-27,68-5,74] 107,59 | 43,93 0,70 [77,54-55,14]
Metilprednisolona 10°M | 21,09 11,24 0,97 [-18,42-17,86] 97,68 35,16 0,96 [-63,31-60,73]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

Tabla 35.

Expresion del antigeno HLA-DR en cultivos primarios de
osteoblastos humanos tratados con dos dosis de Metilprednisolona
(10® uM y 10® uM) mediante citometria de flujo. Los resultados se

expresan en % de expresion e intensidad de fluorescencia media

(IMF).

HLA-DR
) % de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p /IC (95%)
expresion
Control 23,78 14,40 1 103,30 37,99 1
Metilprednisolona 10°M 29,92 9,53 0,53 [-28,19-15,92] 107,12 41,83 0,90 [-68,75-62,11]
Metilprednisolona 10*M 32,71 7,42 0,35 [-30,33-12,47] 98,96 35,54 0,85 [-57,54-67,23]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Figura 21.
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Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos

antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de
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Figura 22. Histograma de fluorescencia obtenido mediante citometria de flujo para los distintos

antigenos estudiados, en cultivos de osteoblastos humanos tratados con dosis de

Metilprednisolona 10°M (verde) comparados con un grupo control, sin tratamiento (rojo).
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3.3. Efecto de los antiinflamatorios sobre el ciclo celular

3.3.1. Efecto del tratamiento con Ibuprofeno sobre el ciclo celular

Tras el tratamiento con distintas dosis de Ibuprofeno, 5 y 25 uM, no se
detectaron cambios significativos en el perfil de fluorescencia de las distintas fases del
ciclo celular de los osteoblastos humanos estudiados, comparandolos con un grupo

control que no recibi6 ningun tipo de tratamiento (Tabla 36).

Tabla 36. Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los osteoblastos humanos

en cultivo tratados con dos dosis de Ibuprofeno: 5y 25 uM

MEDIA d.t.* VALOR p | I.C.** (95%)

Control 76,80 4,56 1
FASE GO-G1 | Ibuprofeno 5 uM 71,94 23,18 0,74 -33,02 - 42,72
Ibuprofeno 25 uM 79,68 191 0,37 -10,80 - 5,04

Control 22,18 4,40 1
FASE G2-M | Ibuprofeno 5 uM 24,76 18,08 0,83 -33,99 — 28,81
Ibuprofeno 25 uM 15,9 7,04 0,26 -7,05 - 19,58

Control 1,35 0,88 1

FASE S Ibuprofeno 5 uM 2,95 3,69 0,50 -7,69 — 4,49

Ibuprofeno 25 uM 4,40 514 0,37 -11,41-5,32

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

3.3.2. Efecto del tratamiento con Paracetamol sobre el ciclo celular

El tratamiento con dosis 25 uM de Paracetamol no produjo cambio alguno en las
distintas fases del ciclo celular de los osteoblastos en cultivo. En cambio si que se
detect6 una disminucion en el perfil de fluorescencia en las fase G2-M y S al tratar las
células con dosis 5 uM del antiinflamatorio. En la fase G0-G1, para esta misma dosis,

los cambios observados no fueron significativos.
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Tabla 37. Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los osteoblastos humanos
en cultivo tratados con dos dosis de Paracetamol: 5y 25 uM
MEDIA d.t.* VALOR p I.C.** (95%)
Control 76,8 4,56 1
FASE GO-G1 | Paracetamol 5 uM 80,27 3,90 0,37 -13,09 - 6,14
Paracetamol 25 uM 78,19 6,53 0,77 -14,16 - 11,38
Control 22,18 4,40 1
FASE G2-M Paracetamol 5 uM 9,71 6,30 0,04 0,13 - 24,79
Paracetamol 25 uM 17,18 9,81 0,46 -12,26 - 22,24
Control 1,35 0,88 1
FASE S Paracetamol 5 uM 10,00 4,32 0,02 -15,73 — (-1,56)
Paracetamol 25 uM 4,62 3,48 0,19 -9,02 -2,48

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza

3.3.3. Efecto del tratamiento con Metilprednisolona sobre el ciclo celular

Como se observa en la tabla...la Metilprednisolona, a dosis de 10®y 10°M, no

produjo alteraciones en el ciclo celular de los osteoblastos humanos en cultivo, ya que

no se observaron cambios significativos en el perfil de fluorescencia del ciclo de vida de

las células tratadas en comparacién con el grupo control (sin tratamiento con el

antiinflamatorio).

Tabla 38.

Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los osteoblastos humanos

en cultivo tratados con dos dosis de Metilprednisolona: 10® y 10° M

MEDIA d.t.* VALOR p [.C.**(95%)
Control 76,80 4,56 1
FASE GO-G1 Metilprednisolona 10° M 81,37 8,22 0,44 -19,75 - 10,50
Metilprednisolona 10° M 80,24 3,29 0,34 -12,46 — 5,57
Control 22,18 4,40 1
FASE G2-M Metilprednisolona 10° M 15,15 8,72 0,28 -8,64 — 22,68
Metilprednisolona 10° M 12,20 7,21 0,11 -3,56 — 23,52
Control 1,35 0,88 1
FASE S Metilprednisolona 10° M 3,46 2,22 0,20 -5,94 - 1,72
Metilprednisolona 10° M 7,55 4,0 0,06 -12,78 - 0,39

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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3.4. Efecto de los antiinflamatorios sobre la capacidad fagocitica de osteoblastos

humanos en cultivo frente a particulas de latex

Uno de los objetivos que se plantearon en el presente trabajo fue analizar el
efecto de los antiinflamatorios estudiados sobre la capacidad fagocitica de los
osteoblastos humanos en cultivo, un pardmetro funcional poco estudiado hasta el
momento. Para ello las células fueron tratadas con dosis de 5 y 25 uM de Paracetamol e
Ibuprofeno y 10y 10"®* M de metilprednisolona, y se incubaron durante 24 horas, como
queda recogido en el correspondiente apartado de material y métodos de este

documento.

3.4.1. Efecto del tratamiento con lbuprofeno sobre la capacidad fagocitica de

osteoblastos humanos en cultivo

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 39 y figura 23. Como puede
observarse, el tratamiento con Ibuprofeno no produjo cambio alguno en la capacidad
fagocitica de los osteoblastos humanos en cultivo al compara con los cultivos que no

recibieron ningun tipo de tratamiento.

Tabla 39. Modulacion de la capacidad fagocitica de los osteoblastos humanos
en cultivo tras su tratamiento con dos dosis de Ibuprofeno (5 y
25pM) determinado mediante citometria de flujo. Los resultados se

expresaron en % de expresion positiva e intensidad de fluorescencia

media (IMF)
LATEX
) % de
Tratamiento B d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p / IC (95%)
expresion
Control 51,25 17,13 1 169,71 109,50 1
Ibuprofeno SuM 60,13 21,15 0,51 [-39,59-21,83] 203,14 152,18 0,71 [-239,45-172,58]
Ibuprofeno 25uM 64,14 23,48 0,37 [-44,92-19,14] 132,64 23,47 0,59 [-119,08-193,22]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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Figura 23.  Histograma de fluorescencia de la capacidad fagocitica de los
osteoblastos humanos en cultivo tras su tratamiento con dos dosis de
Ibuprofeno determinado mediante citometria de flujo. A)

Ibuprofeno 5 pM; B) Ibuprofeno 25 pM

3.4.2. Efecto del tratamiento con Paracetamol sobre la capacidad fagocitica de

osteoblastos humanos en cultivo

Como podemos observar en la tabla 40 y figura 24 tras el tratamiento con ambas
dosis de Paracetamol, la capacidad fagocitica de los osteoblastos no sufrié cambios
significativos en comparacion con el grupo control (cultivos que no fueron tratados con

el antiinflamatorio).

Tabla 40. Modulacion de la capacidad fagocitica de los osteoblastos humanos
en cultivo tras su tratamiento con dos dosis de Paracetamol (5 y
25uM) determinado mediante citometria de flujo. Los resultados se

expresaron en % de expresion positiva e intensidad de fluorescencia

media (IMF)
LATEX
% de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p/IC (95%)
expresion
Control 51,25 17,13 1 169,71 109,50 1
Paracetamol SpM 57,64 16,14 0,60 [-34,57-21,79] 122,48 65,48 0,52 [-118,21-212,67]
Paracetamol 25uM 57,00 27,10 0,70 [-39,98-28,50] 161,61 110,45 0,92 [-175,44-191,64]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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osteoblastos humanos en cultivo tras su tratamiento con dos dosis de
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Paracetamol 5 pM; B) Paracetamol 25 pM

3.4.3. Efecto del tratamiento con Metilprednisolona sobre la capacidad fagocitica de

osteoblastos humanos en cultivo

La Metilprednisolona, a dosis de 10° y 10™® M no produjo cambios significativos

en relacion a la capacidad fagocitica de los osteoblastos humanos en cultivo (tabla 41 y

figura 25).

Tabla 41.

Modulacion de la capacidad fagocitica de los osteoblastos humanos
en cultivo tras su tratamiento con dos dosis de Metilprednisolona (10
6y 10 M) determinado mediante citometria de flujo. Los resultados
se expresaron en % de expresion positiva e intensidad de

fluorescencia media (IMF)

LATEX
) % de
Tratamiento . d.t.* Valor p / IC** (95%) IMF d.t. Valor p /IC (95%)
expresion
Control 51,25 17,13 1 169,71 109,50 1
Metilprednisolona 10*M 54,72 16,95 0,78 [-32,02-25,09] 74,66 44,45 0,20 [-64,71-254,81]
Metilprednisolona 10*M 53,71 31,45 0,88 [-39,56-34,64] 139,96 91,71 0,70 [-145,36-204,86]

*desviacion tipica; ** Intervalo de confianza
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V. DISCUSION
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1. EXPRESION DE MARCADORES ANTIGENICOS DE LOS
OSTEOBLASTOS PRESENTES EN CORTES DE TEJIDO OSEO

Los osteoblastos, cladsicamente, se han caracterizado por su localizacion en el
hueso, su morfologia fusiforme, por poseer actividad fosfatasa alcalina y sintetizar
distintas sustancias de naturaleza proteica como el colageno tipo IV o la osteocalcina.
Los estudios llevados acabo en la presente Tesis Doctoral permiten incluir un nuevo
parametro de identificacion para esta poblacion celular como la expresion de los

antigenos CD10 y CD44.

En estudios llevados acabo en cultivos de osteoblastos humanos se ha observado
mediante citometria de flujo una intensa expresion de los antigenos CD10, CD13 y
CD44, detectandose en el 95% de la poblacion analizada. Dicha combinacion de
marcadores junto a la fosfatasa alcalina han sido considerados como marcadores
caracteristicos y constitutivo de esta poblacion celular (Reyes-Botella et al., 1999;
Reyes-Botella et al., 2000; Reyes-Botella et al., 2002). Sin embargo otros autores con
anterioridad consideraron que cambios en los niveles de expresion del CD44 podian ser
utilizados para identificar células de linaje osteoblasticos en distintos niveles de
maduracion; ya que dicha expresion se inicia en el osteoblasto y se acentiia en el

osteocito (Aubin, 1995).

Nakamura y cols. (Nakamura, Kenmotsu, et al. 1995) describieron la expresion
del antigeno CD44 durante el cambio de osteoblastos a osteocitos siguiendo una técnica
de inmunohistoquimica, mientras que Reyes y col. (Reyes-Botella et al., 2000)
describieron la expresion positiva del antigeno CD44 en osteoblastos humanos
analizando cultivos primarios con anticuerpos monoclonales y citometria de flujo. Las
diferencias entre ambos estudios se atribuyeron principalmente a la diferencia de

sensibilidad de las técnicas de estudio utilizadas en cada caso.

Un aspecto que podria ser discutido de la aportacion realizada por Reyes y col.
(Reyes-Botella et al., 2000) sobre el papel identificativo de los marcadores CD10 y
CD44 para los osteoblastos es el posible efecto modulador sobre la expresion antigénica
de los factores hormonales y/o factores de crecimiento presentes en el suero bovino fetal

utilizado para el cultivo de estas células. El uso de cortes de tejido elimina dicho
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inconveniente, en detrimento de la sensibilidad. Por lo que los datos obtenidos sobre la
expresion antigénica de los osteoblastos en cortes de tejido 6seo aporta una informacion
a nuestro juicio valiosa que permite afirmar que la combinacion de los antigenos CD10

y CD44 es una caracteristica propia de esta poblacion celular.

Otros de los marcadores descritos en cultivos de osteoblastos humanos son los
antigenos CD54, CD80 y HLA-DR (Reyes-Botella et al., 2000), pero su expresion solo
se detectd en una subpoblacion de las células analizadas, por lo que dichos antigenos no
son considerados constitutivos. Ademads, es conocido que en otras poblaciones celulares
donde son descritos, su expresion puede ser modulada bajo condiciones experimentales
(Groenewegen, Buurman, et al., 1985) e incluso en reacciones inflamatorias (Terai,
Kohno, et al. 1990). Estas moléculas, clasicamente son descritas como moléculas
coestimuladoras, que cooperan en la activacion de las células T y se expresan en células
envueltas en la presentacion de antigenos y la activacion de células T. La expresion
debil o variable de estos antigenos en cortes de tejidos no descarta por completo su
presencia en estas células ya que como hemos indicado antes la imnunohistoquimica es
una técnica con limitaciones a nivel de sensibilidad, pudiendo no detectar aquellos

antigenos que se expresen en baja densidad.

Estudios realizados con cultivos primarios de osteoblastos humanos muestran
que el tratamiento con distintas biomoléculas puede modular su expresion. El TGFf1,
un factor de crecimiento caracteristico del tejido dseo reduce la expresion del CD54 y
del CD86. Mientras que el tratamiento con una citoquina proinflamatoria como la IL-1
aumenta la expresion de CD54, CD86 y HLA-DR. Paralelamente, el tratamiento con
IFN-y aumenta de forma significativa la expresion de marcadores como el CD54, CDS0,
CD86 y HLA-DR. Estos datos sugieren que la expresion de estos antigenos se puede
inducir en osteoblastos humanos, pudiendo aumentarse su expresion por distintas
biomoléculas presentes en el tejido 6seo como hormonas y citoquinas. Esto explicaria
que en condiciones fisioldgicas los osteoblastos presentes en el tejido 6seo no expresen
dichos marcadores o que su expresion sea tan débil que no se detecte por técnicas de

inmunohistoquimica como la utilizada en el presente estudio.
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Nuestros datos muestran ademas que los osteoblastos presentes en cortes de
tejido 6seo son IFN-y positivos. El IFN-y es una citoquina sintetizada principalmente
por los linfocios T, los macréfagos y las células Natural Killer (células NK); la cual
tiene una papel activo en procesos inflamatorios, regula la expresion de moléculas de
adhesion y participa activando funciones inmunoldgicas como la actividad fagocitica
(Majumdar, Keane-Moore, et al., 2003; Mucci, Varesio, et al., 2003). La expresion de
dicha citoquina en los osteoblastos nos sugiere que en determinadas circunstancias no
fisiologicas, tales como un trauma o el contacto del hueso con material protésico, dicha
molécula podria tener un papel autocrino, regulando la expresion de moléculas
implicadas en la presentacion antigénica (CD54, CD80, CD86 y HLA DR) y/o en la
propia capacidad fagocitica descrita en estas células. No obstante, pensamos que el IFN-
v no debe ser la Unica citoquina capaz de ejercer este efecto sobre los osteoblastos, sino
que otras citoquinas pueden estar igualmente implicadas en el proceso de modulacion
antigénica lo que podria a su vez modular aspectos funcionales de esta poblacion

celular.

La expresion positiva de IL-12 e IL-15 en cortes de tejido dseo descrita por
nosotros en el presente trabajo, confirma los datos obtenidos por otros autores en lineas
celulares de osteoblastos (Bost, Ramp, et al., 1999). Ambas citoquinas estdn implicadas
en numerosas funciones inmunoldgicas efectoras. Asi, la IL-12 es un potente regulador
de la respuesta inmune frente a desafios antigénicos, siendo especialmente requerida
para la respuesta antimicrobiana frente a patdgenos intracelulares (Langrish et al., 2004;
Beadling & Slitka, 2006). La IL-15 juega un papel clave en la proliferacion y activacion
de células NK y Linfocitos T CD§" (Budagian, Bulanova, Paus, & Bulfone-Paus,
2006).

Tanto los macrofagos como las células dendriticas sintetizan IL12 e IL-15, las
cuales a su vez inducen de manera potente la produccion de IFN- y (Trinchieri &
Gerosa, 1996; Banchereau, Briere, et al., 2000). Este hecho relaciona a los osteoblastos
con estas poblaciones celulares, junto a la expresion de determinados antigenos y la
capacidad funcional descrita en osteoblastos en cultivo como la estimulacion alogénica

de linfocitos T o la capacidad fagocitica (Ruiz et al., 2003).
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Los resultados obtenidos en cortes de tejido 6seo permiten confirmar que los
osteoblastos humanos presentan un perfil antigénico propio, con la expresion de una
serie de antigenos constitutivos como el CD10, CD44 y fosfatasa alcalina y una serie de
antigenos modulables, como son los antigenos implicados en los procesos de activacion
y/o presentacion antigénica a las células T, como el CD54, CD80 o HLA-DR, cuya
expresion y especialmente su intensidad posiblemente dependa de la presencia de
determinadas citoquinas y/o factores de crecimiento en el entorno. Demostrandose asi,
que la expresion de determinados antigenos descrita en cultivos de osteoblastos
humanos no es so6lo un hecho que ocurre in vitro, debido a la presencia de factores
inductores sino que estos también son detectados en una proporcidon importante en
células frescas o no cultivadas. Ademads, sugieren que los osteoblastos pueden

desempefian funciones similares a las de los macrofagos y células dendriticas.
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2. EFECTO DEL PRP SOBRE DIFERENTES PARAMETROS CELULARES Y
MOLECULARES DE OSTEOBLASTOS HUMANOS EN CULTIVO

La funcidn, tal vez més importante y conocida de los osteoblastos es la de ser las
células responsables de la formacion de hueso, este hecho hace que dicha poblacion
celular juegue un papel fundamental en aquellos procesos o intervenciones en los que se
requiera, para la correcta o favorable evolucion de los mismos, la reparacion dsea y por
lo tanto la proliferacion del osteoblasto para la formacion de nuevo tejido 6seo. En
dichos procesos o intervenciones es comun el uso de distintas biomoléculas con utilidad
clinica. Bien, con el fin de acelerar o favorecer la regeneracion dsea, o bien, con el fin
de controlar o disminuir el cuadro sintomatico propio que acompafa a un traumatismo
0seo 0 a una intervencion en dicho tejido, como es el caso de los antiinflamatorios.
Creemos que es de sumo interés, desde el punto de vista clinico, conocer y valorar el
posible efecto que estas sustancias puedan tener sobre las células responsables del
crecimiento dseo, especialmente si tenemos presente que, las células que son sometidas
a tratamientos con diferentes factores de crecimiento, pueden sufrir alteraciones

irreversibles que habria que controlar.

En este sentido, el uso de PRP se ha extendido en los ultimos afios, como
vehiculo portador de factores de crecimiento; sobre todo, en el tratamiento de defectos
6seos a nivel oral y maxilofacial. Sin embargo, el seguimiento y estudio de las ventajas
de la aplicacion del PRP se ha limitado fundamentalmente a aspectos macroscopicos
(Carlson & Roach, 2002; Fennis, Stoelinga & Cansen, 2002; Tozum & Demiralp, 2003)
y son practicamente inexistentes los estudios a nivel celular y/o molecular. Ademas los

antecedentes bibliograficos son, en general, contradictorios

Aunque el uso del PRP ha sido apoyado por muchos clinicos otros autores
sefalan el escaso interés biologico del PRP argumentando que este concentrado
plaquetario no aporta beneficio adicional (Schmitz & Hollinger, 2001; Shanaman,
Filstein, et al., 2001; Froum, Wallace, et al., 2002; Jensen, Rahbek, et al. 2004). Frente a
los estudios realizados por Anitua y col., Kassolis y col., Marx y col. o Camargo y col
(Anitua, 1999; Kassolis, Rosen, et al., 2000; Marx, Carlson, et al. 1998; Camargo,
Lekovic, et al. 2002), donde se describe un efecto beneficioso del PRP in vivo, al

obtener resultados muy satisfactorios en términos de regeneracion Osea, se encuentran
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los trabajos de Froum y col., Schitz y col., Shanaman y col. o Jensen y col. (Froum,
Wallace, et al. 2002 ; Schmitz & Hollinger 2001; Shanaman, Filstein, et al. 2001;
Jensen, Rahbek, et al. 2004) que afirma que el PRP aporta muy pocos beneficios en el
proceso de regeneracion 6sea. Si bien hemos de sefialar que concretamente en el trabajo
de Forum y col. (Froum, Wallace, et al. 2002) se incluyen datos correspondientes a tres
pacientes con multiples variables. De modo que ha cada paciente se le realiz6 un
tratamiento distinto (PRP junto con implantes, injertos o biomateriales diversos), con lo
cual consideramos que los resultados no son comparables. En esta misma linea se
pronuncia Marx en el afio 2004, que llega a considerar que muchos de los articulos que
afirman que el PRP aporta muy pocos beneficios en el proceso de regeneracion osea se
debe, en muchas ocasiones, a que no usan PRP auténtico, por ejemplo muchos utilizan
un concentrado plaquetario que, por las caracteristicas de su obtencidon, dafian las
plaquetas, o son estudios con escasos datos, lo que impide sacar datos lo

suficientemente significativos como para obtener conclusiones (Marx, 2004).

Recientemente, se ha realizado una revision sistematica sobre la evolucion y
ventajas de distintas técnicas de elevaciones sinusales con distintos tipos de injertos,
entre las que se incluye el PRP asociado a material del injerto y, a pesar de los efectos
beneficiosos y favorables que se muestran en la literatura sobre el uso del PRP, los
autores concluyen que hay insuficientes datos para recomendar el uso del PRP junto con
injertos dseos en técnicas de elevaciones de seno (Wallace & Forum, 2003; Boyapati &
Wang, 2006). Por lo que sugieren un estudio mas detallado del PRP para uso clinico. En
este sentido, creemos que nuestros resultados ayudaran a explicar y comprender mejor
algunos aspectos, no del todo claros, del efecto del PRP sobre el tejido dseo. Para ello,
ha sido de utilidad estudiar el efecto directo del PRP sobre los osteoblastos, centrados
principalmente en determinar su accidon sobre la proliferacion a corto y largo plazo y
muy especialmente sobre el ciclo celular; ayudando a esclarecer el papel del PRP a nivel
local y garantizando la inexistencia de posibles riesgos de transformaciones celulares no

deseadas.

En nuestros ensayos hemos observado que las lineas de osteoblastos humanos,
establecidas a partir del aislamiento y cultivo de muestras de tejido 6seo, en presencia
de PRP del mismo individuo (PRP aut6logo), mostran una tasa de crecimiento

significativamente superior a la que muestran las lineas establecidas a partir de las
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mismas muestras de tejido en presencia de suero bovino fetal. Estos resultados estan en
consonancia con los obtenidos por Ferreira y col. (Ferreira, Carriel Gomes, et al., 2005),
los cuales analizan el efecto de concentraciones crecientes de PRP (6.125, 12.5, 25 y
50%), con o sin suero bovino feta, sobre la proliferacién de la linea hFOB1.19 que es
una linea estandarizada de osteoblastos transformados. De sus experiencias se deduce
que la proliferacion celular fue mayor cuanto mayor era la concentracion de PRP. No
obteniendo resultados significativos estadisticamente para las concentraciones de 6.125
y 12.5. Ademas estos autores concluyen que el suero bovino fetal no es necesario para
estimular la proliferacion de osteoblastos cuando se adiciona PRP. En nuestros estudios
también observamos que no era imprescindible la presencia del suero bovino fetal para
que las células proliferasen por lo que en ningln ensayo se incluyeron ambos PRP y
suero bovino fetal, ya que consideramos que interferiria nuestra lectura. En cuanto a la
concentracion utilizada no hemos considerado conveniente aumentarla; ya que, como es
sabido los cultivos primarios con dosis de suero bovino fetal superiores al 20% pueden

suftrir transformacion neoplésica.

En estudios de PRP son otras lineas celulares se han obtenido resultados
equivalentes a los obtenidos por nosotros. Lukarelli y col. (Lucarelli, Beccheroni, et al.,
2003) investigaron la proliferacion de células mesenquimales en medio de cultivo
suplementado con PRP y verificaron que el uso de PRP al 10% fue suficiente para
acelerar la mineralizacion in vitro. De hecho estudios recientes demuestran que
concentraciones de plasma rico por encima del 30% afectan de manera negativa a la
proliferacion y a la viabilidad de las células 6seas (Choi, Zhu, et al., 2005). Igualmente,
en estudios realizados con células de la médula dsea de rata se observa que tanto el PRP
como el PRD (Plasma Pobre en Plaquetas) a concentraciones de 1.0, 2.0, 4.0 y 10 pl/ml,
aumentan la proliferacion celular de manera significativa comparado con grupos
controles. E incluso este aumento fue mayor en cultivos tratados con PRP que en
aquellos tratados con PPD, en los que también observaron aumento (Ogino, Ayukawa,

et al., 2005)

Aunque nuestros resultados muestran claramente que la proliferacion de los
osteoblastos es significativamente mayor en las lineas establecidas con PRP, como

observamos en la figura 1, también es claramente llamativo el envejecimiento o
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agotamiento prematuro que sufren estas lineas celulares. De momento desconocemos si

este hecho tendra repercusiones in Vivo.

Otro objetivo importante de nuestro estudio ha sido estudiar el efecto que
presenta el PRP sobre el ciclo celular de los osteoblastos. La cuantificacion del ADN
permite determinar la distribucién de una poblacion celular a lo largo del ciclo celular.
Los estudios del ciclo celular por citometria de flujo proporcionan un histograma que
muestra el contenido de ADN, con un perfil tipico donde se caracterizan tres regiones:
Go/G1, G2/M y S. El estudio del ciclo celular tiene gran relevancia en biomedicina, ya
que permiten detectar, de forma sencilla, la presencia de anomalias en el contenido
genético de poblaciones celulares (aneuploidias), determinar agentes que activan o

inhiben la proliferacion, o cuantificar la proporcion de muerte por apoptosis.

El perfil del ADN de los osteoblastos en presencia de PRP revela que no hay
alteraciones importantes que hagan sospechar trasformacion neoplasica de la poblacion
analizada, ya que no se detectaron en ninguna de las lineas analizadas aneuploidias.
Bajo este término en citometria de flujo se incluyen todas las alteraciones cuantitativas
del ADN, en las que las células denominadas aneuploides muestran una cantidad de
ADN diferente a la que se detecta en las células normales diploides (Orfao, 1995). Los
resultados recogidos en la tabla 8 y figura 10 muestran que el efecto que ejerci6 el PRP
a nivel de los distintos estadios del ciclo celular sugieren una activacion de la
proliferacién como consecuencia del cultivo en presencia de PRP, con un aumento de la
proporcion de la fase GO/G1, lo que guarda relacion con los resultados obtenidos en los
ensayos de proliferacion. A la fecha no tenemos conocimiento de la existencia de otros
trabajos que estudien el efecto del PRP sobre el ciclo celular, ya sea en osteoblastos o en
otra poblacion celular, lo que no nos permite realizar una discusion y valoracion

comparativa de los mismos.

Nuestro grupo de investigacion es pionero en los estudios de perfil antigénico en
cultivos primarios de osteoblastos, lo que le ha llevado a describir un nuevo papel
funcional en esta poblacion celular, al clasicamente atribuido en la proliferacion y
reparacion del tejido 6seo. Esta nueva perspectiva funcional surge al correlacionar su
expresion antigénica con la capacidad de presentadora de antigeno y la funcidon

fagocitica (Reyes-Botella et al., 1999; Reyes-Botella, Montes, et al., 2000; Reyes-
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Botella et al., 2002; Ruiz et al., 2003; Perez, Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, Reyes-
Botella, & Ruiz, 2006). Ello explica que en el presente trabajo nos preguntasemos si el
PRP tiene algin efecto sobre el perfil antigénico de los osteoblastos humanos en

cultivo.

Nuestros resultados mostraron que la presencia del PRP no produjo cambios a
nivel de la expresion de los antigenos tales como las aminopeptidasas CD10 y CD13, el
CD44 y la fosfatasa alcalina. Estos datos guardan relacion con la denominacion
propuesta por Pérez y col. (Perez, Garcia-Martinez, et al., 2006) como antigenos

constitutivos, asi como, con los resultados obtenidos en cortes de tejido 0seo.

Pérez y col. (Perez, Garcia-Martinez, et al. 2006) muestran en estudios
realizados en cultivos primarios de osteoblastos humanos, que el tratamiento de estas
células con distintos factores de crecimiento y/o citoquinas, como TGF-f1, FGFb,
PDGF-BB, IL-1 B, IL-2, IFNy y LPS no varia la expresion de dichos marcadores. Sin
embargo, los antigenos que no se detectan en la totalidad de la poblacion, como CD54,
CD80, CD86, y HLA-DR, ven modulada su expresion como consecuencia del
tratamiento, por lo que a dichos antigenos se les considera antigenos modulables, cuya
expresion parece depender del estado de diferenciacion y /o activacion de la célula.
Concretamente, el tratamiento con TGF-B1 durante 24 h a dosis de 0.1 ng/ml, produjo
un descenso significativo de la expresion de los antigenos CD54 y CD86. Por el
contrario, y como consecuencia del tratamiento con IL-1f se detecté un incremento en
el porcentaje de expresion del CD54, CD86 y HLA-DR. El tratamiento tanto con IFNy
como LPS incremento la expresion de de los antigenos CD54, CD80, CD86 y HLA-DR.
No describiendo cambios por el tratamiento con FGFb, PDGF-BB e IL-2. Los autores
propone que la respuesta de los osteoblastos a distintos factores de crecimiento y /o
citoquinas modula la expresion de antigenos que guardan relaciéon con la capacidad
funcional de estas células. Y dicha modulacion es controlada por la presencia de ciertos
factores de crecimiento presente habitualmente en el tejido 6seo que promueven la
maduracion y diferenciacion de las células de linaje osteobléastico. En situaciones
proinflamatorias habria una activacion del papel inmunolégico de esta poblacion como

célula presentadora de antigeno.
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El analisis del efecto del PRP sobre los antigenos, que con anterioridad hemos
denominado modulables, mostrd cambios significativos en su expresion. En general
hemos observado que el PRP incrementa de forma significativa la expresion de los
antigenos implicados en la presentacion antigénica como es el CD54, CD80, CD86 y

HLA-DR, e igualmente el antigeno de activacion celular CD69.

La valoracion de todos los datos obtenidos sobre el efecto del PRP sobre la
expresion antigénica, en relacion con lo descrito en bibliografia, nos sugieren que el
PRP actua ejerciendo un enlentecimiento en el proceso de maduracion y diferenciacion
del osteoblasto. Ya que, estos antigenos parece que disminuyen en el proceso de
maduracion lo que explica que factores de crecimiento especificos del tejido 6seo como
TGFB1 o FGFb actiien disminuyendo la expresion o no variandola. Por otra parte, esta
interpretacion de la relacion de la expresion de estos antigenos con el grado de
maduracion celular guarda relacidén, también, con los resultados obtenidos en los
ensayos de proliferacion, donde observamos un incremento de la capacidad de
crecimiento tras el cultivo en presencia de PRP, ya que, como es bien sabido, las células
cuanto mas indiferenciadas son, mayor capacidad de crecimiento presentan (Reyes-

Botella, Vallecillo-Capilla, et al., 2002).

Inicialmente, al estudiar el perfil antigénico de los osteoblastos en cortes de
hueso, sugeriamos que esta poblacién guarda un gran parecido con otras poblaciones
celulares, aun sin perder su identidad, como las células dendriticas, compartiendo con
ellas la expresion de determinados antigeno y su funcién inmunoldgica. En estudios
llevados a cabo en células dendriticas se han obtenido resultados relacionados con los
aqui descritos, de modo que las células dendriticas en presencia de acido lipoteicoico y
muramildipeptido aumentan la sintesis de citoquinas proinflamatorias y la expresion de
antigenos como CD86. Lo que en esta poblaciéon es un signo de maduracion y
activacion funcional como célula presentadora de antigeno (Kim et al., 2007; Steinbrink

et al., 2000).

En el caso de los osteoblastos no creemos que la funcién tipica, como célula
madura, sea su actividad funcional inmunoldgica, sino que ésta es un recurso funcional
ante determinadas circunstancias, como la presencia de agentes extrafios entre los que se

encuentran los microorganismos o los restos de material protésico. En este sentido
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Schrum y col. (Schrum et al., 2003) muestran como, ante la presencia de Stapyilococcus
aureus y Salmonella se incrementa la expresion de moléculas de clase II en osteoblastos
murinos y humanos. Tambien, es descrito que la infeccion del tejido 6seo con S. aureus
y S. enterica incrementa la expresion del antigeno CD40, molécula que es expresada
entre otras por las células dendriticas y posee un papel importante en la activacion

celular en el proceso de presentacion del antigeno (Schrum et al., 2003)

Otra posible interpretacion de nuestros resultados es que en el PRP contenga
determinadas biomoléculas que actien de manera equivalente a las sustancias
proinflamatorias como la IL-1 o el IFNy. Recientemente se ha descrito, que la
contaminacion de concentrados plaquetarios por globulos blancos es una fuente de
citoquinas como IL-1B, IL-6, IL-8 o TNFa lo que provoca tras su almacenaje la
liberacion de dichas sustancias que pueden producir efectos no deseado cuando se

administran dichos concentrados a pacientes (Shaiegan, Pourfatollah, Namiri, &

Babace, 2006).

En esta misma linea se pronuncia Dohan y col, en estudios con PRF (fibrina rica
en plaquetas). Estos autores indican que el uso de este nuevo tipo de concentrado en
plaquetas abre una nueva linea de interés para el uso terapéutico del mismo; ya que, no
solo aporta factores de crecimiento, sino que incluye diferentes citoquinas, entre las que
se cita la IL-13, la IL-6, y el TNFa, que podrian ejercer un papel inmuno regulador y
estimular los mecanismos de defensa. De modo que, en lugares donde se ha intervenido
quirtirgicamente y que son tratados con PRF, las citoquinas atrapadas en la fibrina
pueden ser liberadas y ejercer su acciéon durante la remodelacion inicial de la matriz

6sea (Dohan & Choukroun, 2006).

Nuestros resultados muestran que el PRP puede tener interés clinico en la terapia
de rehabilitacion oral mediante implantes en la que interesa reducir el tiempo de
regeneracion Osea favoreciéndose la dseo integracion en el menor tiempo (Mundy,
Boyce, et al., 1995; Reyes-Botella, Montes, et al., 1999; Reyes-Botella, Montes, et al.,
2002) y sin comprometer a la poblacion; ya que, no se detectan alteraciones en el ciclo
celular que asi lo indiquen. Junto a los efectos beneficiosos que se acaban de describir,

el PRP es una sustancia facil de obtener y puede prepararse de manera rapida, causando
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el minimo perjuicio los pacientes. Ademads, de no requerirse grandes cantidades de
sangre (10-40 cm’) el hecho de que sea una preparacion ant6loga minimiza los riesgos

de contagio o de padecer reacciones inmunologicas.

No obstante, el hecho que el PRP acelere el envejecimiento de la poblacion es un
dato que nos inquieta y que de momento no sabemos explicar; por lo que sugerimos
que seria conveniente hacer un seguimiento del efecto que presenta el PRP in vivo a
largo plazo, ya que su uso clinico es relativamente reciente y se carecen de dichos datos

actualmente.
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3. EFECTO DEL IBUPROFENO, PARACETAMOL Y METILPREDNISOLONA
SOBRE DISTINTOS PARAMETROS CELULARES Y MOLECULARES DE
OSTEOBLASTOS HUMANOS EN CULTIVO

Los resultados de este estudio apoyan la hipotesis de que ciertos
antiinflamatorios, tanto esteroideos como no esteroideos, pueden afectar a distintos
parametros celulares de osteoblastos humanos en cultivo, pardmetros que juegan un
papel importante en los procesos de reparacion 6sea, como son la proliferacion celular o

el ciclo celular.

Los AINES son el grupo de farmacos al que pertenecen la mayor parte de los
analgésicos mas utilizados en la clinica odontoldgica, fundamentalmente para el alivio
del dolor postoperatorio agudo y la inflamacioén créonica. Aunque con ciertos matices,
todos comparten un mecanismo de accion comun, que es la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas, lo que condiciona que su espectro de accidon sea similar, incluyendo
ademas del efecto analgésico, la capacidad de bajar la fiebre asi como cierto efecto
antiinflamatorio. Desde el punto de vista clinico, como evitan la sintesis de
prostaglandinas pero no los efectos de las prostaglandinas ya sintetizadas, deben
administrarse si es posible antes de que aparezca el cuadro inflamatorio. Evidentemente,
no siempre existe esta posibilidad, pero si en determinadas situaciones como podria ser
la extraccion de un tercer molar incluido o tras la colocaciéon de un implante dental,
casos en los que deberia administrarse el antiinflamatorio antes de que desaparezca el
efecto del anestésico local. Sin embargo, desde el punto de vista celular y/o molecular,
las consideraciones sobre el uso de este tipo farmacos podrian cambiar, ya que hay
ciertos estudios que hablan de un efecto inhibidor de los antiinflamatorios sobre el
crecimiento y reparacion 6sea (Ho et al., 1995; Tornkvist et al., 1980; Tornkvist et al.,

1980; Keller et al., 1987).

Los glucocorticoides son otro tipo de fairmacos que pertenecen al grupo de
antiinflamatorios esteroideos. Su uso estd menos extendido en la practica odontoldgica
diaria, sin embargo si que se estd empleando, sobre todo la metilprednisolona, tras
cirugia maxilofacial, generalmente a dosis tnica y recién terminada la intervencion, con
objeto de minimizar en la medida de lo posible el proceso inflamatorio. Aunque el

efecto de los glucocorticoides sobre el tejido dsea se ha descrito previamente (van Staa,
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Leutkens, Abenhaim, Zhang, & Cooper, 2000; Cooper et al., 1999; Manolagas, 2000)
los mecanismos bioldgicos de coémo estos farmacos influyen sobre las células 6seas, en
qué momento y sobre qué parametros hoy en dia no estan del todo claros y plantean

ciertas controversias.

En esta Tesis Doctoral nos hemos centrado en valorar el efecto de tres
antiinflamatorios, Ibuprofeno, Paracetamol y Metilprednisolona, sobre distintos
parametros celulares que juegan un importante papel en el proceso de reparacion osea.
Se han seleccionado estos antiinflamatorios porque son los mas empleados para el
alivio del dolor e inflamacion en la practica clinica odontologica, sobre todo tras
intervenciones quirtrgicas que afectan al hueso como las extracciones dentales o
quistectomias, donde se requiere normalmente una rapida recuperacion del hueso para
su pronta rehabilitacidn, o tras la colocacion de implantes dentales donde se precisa del
rapido crecimiento Oseo en torno a las fijaciones para asegurar su oseointegracion

(Esplugues, J., 1993).

Para llevar a cabo nuestros estudio hemos obtenido poblaciones celulares a partir
de muestras de hueso obtenidas de pacientes voluntarios sanos sometidos a la extraccion
de terceros molares incluidos, cultivandose en medios de cultivo con suero bovino fetal
y distintas dosis de los antiinflamatorios a estudiar, con objeto de analizar el posible
efecto de éstos farmacos sobre diferentes pardmetros celulares, tales como perfil

antigénico, proliferacion o ciclo celular.

El estudio se realiz6 utilizando dosis de antiinflamatorio que correspondieran al
rango terapéutico utilizado en la practica diaria, 5 y 25 uM para el Ibuprofeno y el
Paracetamol y 10™® y 10°M para la Metilprednisolona, dosis que fueron ajustadas a una

densidad celular predeterminada y similar en todos los casos estudiados.

Las condiciones de cultivo de las células, con medio suplementado con suero
bovino fetal, fueron las idoneas para permitir un adecuado crecimiento celular, lo que
permite mantener las células en condiciones optimas durante el periodo de realizacion
de las experiencias. Es precisamente este protocolo de actuacion el que nos asegurd en

parte, que los resultados obtenidos en relacion a la disminucion de la proliferacion
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celular sean debidos precisamente al efecto del antiinflamatorio empleado y no a la

ausencia de nutrientes para las células y/o de factores de crecimiento.

El efecto de los antiinflamatorios sobre la proliferacion celular se evalud a corto
plazo, 24 y 48 horas. Nos interesaba valorar este efecto en estadios tempranos ya que,
como se ha comentado anteriormente son muchas las intervenciones odontologicas que
cursan con pérdida de tejido dseo, tejido que conviene recuperar de manera rapida para
la posterior rehabilitacion oral, como por ejemplo con la colocaciéon de implantes. Si
bien, en condiciones de salud, el tejido 6seo en si tiene capacidad de regenerarse
(Pfeilschifter et al., 1987), nos interesaba conocer en qué medida el empleo de
antiinflamatorios en las primeras etapas de cicatrizacion podrian enlentecer el fenémeno

de regeneracion dsea.

Segun nuestros resultados, el Ibuprofeno y el Paracetamol, a dosis de 5 y 25 uM,
disminuyen la proliferacion celular in vitro, como se puede observar en las tablas 9 y 10
y figuras 11 a 14, siendo esa disminucion estadisticamente significativa a las 24 horas
de tratamiento en ambos casos. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros
autores para antiinflamatorios no esteroideos como el Ketorolaco o la Indometacina
(Chang, Wang, Tsai, & Ho, 2005; Khokher et al., 1988). Si bien hay autores como
Armour y col. que encuentran una proliferacion mayor en cultivos tratados con

antiinflamatorios en relacion a los controles (Armour et al., 2001).

En el caso de la Metilprednisolona también se observo un descenso de la
proliferacion celular, pero en este caso los resultados fueron estadisticamente
significativos tanto a las 24 como 48 horas de incubacion. En este caso hay que
considerar que el mecanismo de accion dos esteroides es una accion a largo plazo o

retarda.

Las células responsables de la formacion de matriz dsea son células de origen
mesenquimal con capacidad de regeneracion, que proliferan y se diferencian a
osteoblastos maduros y osteocitos. Cualquier alteracion en este proceso puede conducir
a la pérdida de hueso y a su consecuente fragilidad. Se ha demostrado que dosis
fisiologicas de glucocorticoides promueven la formacioén de hueso, pero existen muchos

estudios que demuestran que dosis suprafisioldgicas de determinados glucocorticoides
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prolongadas en el tiempo generalmente causan un descenso de la proliferacion
osteoblastica junto con variaciones en la diferenciacion y actividad de esta poblacion
celular (Walsh, Jordan, Jefferiss, Stewart, & Beresford, 2001; Leclerc, Noh, Khokhar,
Smith, & Frenkel, 2005). Los resultados de este trabajo muestran un claro descenso de
la proliferacion celular durante las primeras 24-48 horas de tratamiento con

Metilprednisolona en comparacion con los controles.

Nuestros resultados estdn en consonancia con distintos estudios que demuestran
que la administracion de glucocorticoides induce una disminucién de la formacion 6sea
y un incremento en la resorcion de hueso, lo que resulta en un descenso de la masa
mineral 6sea en humanos (Fujita et al.,, 2000; Pearce, Tabensky, Delmas, Baker, &
Seeman, 1998). Wang y col. en un estudio realizado en ratas, encontraron que el
tratamiento con metilprednisolona durante 4 semanas (a dosis de 0, 2.5, 5, 10 6 20
mg/kg de peso) provocd un incremento de la densidad de masa 6sea, de manera dosis
dependiente, a nivel de la metafisis tibial de las ratas (Wang, Ohtsuka-Isoya, Shao,
Sakamoto, & Shinoda, 2002). Ademas también observaron un descenso significativo de
marcadores séricos de formacion 6sea como la osteocalcina o fosfatasa alcalina. Los
autores concluyen que este aumento de la densidad 6sea no es debido probablemente a
un incremento en la formacion del hueso sino a una importante reduccion de la
resorcion oOsea. Estos resultados coinciden con los de Okazaki et al. (Okazaki et al.,
1998) quienes demostraron que la administracion de prednisolona previene el descenso
en la masa d6sea en ratas bloqueando el proceso de resorcion y disminuyendo la
formacion oOsea tanto a nivel local como sistémico. King y col. (King, Weir, Gundberg,
Fox, & Insogna, 1996) asi como Turner y col. (Turner, Hannon, Greene, & Bell, 1995)
también concluyeron en sus respectivos estudios que el tratamiento con dexametasona o
prednisona incrementaba la masa Osea en ratas sanas o en aquellas que habian sufrido
una ovariectomia, lo que podria deberse a la gran supresion de la reabsorcion 6sea mas

que al aumento de la formacion, como ocurria en el resto de estudios analizados.

Sin embargo, nuestros hallazgos discrepan en parte con los de otros autores
como Weinstein y col. (Weinstein, Jilka, Parfitt, & Manolagas, 1998) o O’Brien y col.
(O'Brien et al., 2004) quienes describen un doble efecto de la dexametasona, otro
farmaco glucocorticoide, sobre los osteoblastos: por una parte durante los 2-3 primeros

dias de cultivo el farmaco ejerce un efecto potenciador del crecimiento celular; por el
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contrario, a mas largo plazo, la dexametasona a dosis de 100 nM inhibe la proliferacion
celular, tanto de osteoblastos como de osteocitos, lo que es justificado por un aumento
de la apoptosis celular. En relacion con nuestros resultados indicaremos que el

glucocorticoide estudiado es otro asi como las dosis empleadas.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que, si bien ya habia sido descrito el
efecto de los glucocorticoides sobre el tejido 6seo en el sentido de impedir la
proliferacion y regeneracion tisular, la mayoria de los estudios hablan de este efecto tras
largos periodos de tratamiento con este tipo de farmacos; en cambio nuestros resultados
encuentran un efecto inhibidor en las primeras horas de contacto farmaco-célula dsea.
Estos hallazgos pueden tener interés clinico en odontologia ya que en ciertos
procedimientos quirtirgicos, como tras la extraccion de cordales retenidos o la cirugia de
colocacion de implantes, se suele administrar una dosis de Metilprednisolona para
prevenir grandes procesos inflamatorios en el postoperatorio. A la luz de los resultados
obtenidos, quizas habria que elegir bien el tipo de firmaco a administrar en estos casos
con objeto de evitar esa limitacion del crecimiento celular precisamente en los estadios
mas tempranos de cicatrizacion tisular, favoreciendo asi, bien la regeneracion del
defecto 6seo o la formacion de hueso en torno a los implantes dentales que garanticen
su posterior osteointegracion. No obstante, el efecto observado es mas acentuado en

tratamientos a mas largo plazo (48 horas).

Otro de los objetivos de nuestro trabajo fue determinar el efecto de los
antiinflamatorios estudiados sobre el perfil antigénico de los osteoblastos humanos en
cultivo, ya que esto creemos que puede guardar relacion con el grado de maduracion

celular y su capacidad funcional.

Dado, que como hemos indicado anteriormente, consideramos que el perfil
antigénico mostrado por los osteoblastos guarda relacion con la capacidad funcional de
esta poblacion, asi como, con el grado de maduracién celular, el estudio de los
antiinflamatorios se ha extendido al analisis de su posible efecto modulador sobre el

perfil antigénico de los osteoblastos humanos en cultivo.

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con los distintos

antiinflamatorios estudiados (Paracetamol, Ibuprofeno y Metilprednisolona) no produjo
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cambios a nivel de los antigenos CD10, CD13 o CD44. Estos datos estan en la misma
linea de obtenidos en osteoblastos cultivados en presencia de PRP, asi como en los
descritos previamente por nosotros al tratar células 6seas con diferentes biomoléculas,
tales como factores de crecimiento (TGF-B1 , FGF-b, PDGF-BB), citoquinas (IL-1p, IL-
2 e IFN-y) y productos de origen bacteriano como el LPS (Perez, Garcia-Martinez, et

al., 2006).

En general hemos observado que los antiinflamatorios estudiados, para todas las
dosis ensayadas, no producen un cambio significativo de la expresion de los antigenos
implicados en la presentacion antigénica (CD54, CD80, CD86 y HLA-DR); en el caso
de la Metilprednisolona hay una tendencia a incrementar su expresion pero no llega a
ser significativa estadisticamente, lo cual estaria en relacion con los datos descritos por
Leclerc y col. (Leclerc et al., 2005) quienes describen que los glucocorticoides actian
disminuyendo la sintesis de osteocalcina lo que implicaria el detener el proceso de
maduracion de esta poblacion, lo cual parece estar relacionado con el incremento en la

expresion de marcadores implicados en la presentacion antigénica.

Que los antiinflamatorios no ejerzan un papel modulador del perfil antigénico,
en parte, garantiza el proceso de maduracion y diferenciacion de las celular de linaje
osteoblastico y por otro ayuda a explicar, que se disminuya la capacidad de crecimiento

celular.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con distintas dosis de
Ibuprofeno, Paracetamol y Metilprednisolona durante 24 horas no ejerce un efecto
significativo a nivel del ciclo celular, no observandose cambios porcentuales en ninguna

de las fases cuantificadas.

Con respecto al efecto de ciertos antiinflamatorios sobre el ciclo celular de
osteoblastos humanos en cultivo, ciertos autores encuentran que el porcentaje de células
en fase GO/G1 en cultivos tratados con Ketorolaco, Diclofenaco o Indometacina (10™
M) fueron significativamente superiores que en los cultivos que no recibieron
tratamiento (p<0.01). En cambio, los cultivos que recibieron tratamiento con Piroxicam
(10°M y 10™ M), no mostraron valores estadisticamente significativos con respecto al

porcentaje de células en dicha fase. Ademas el Diclofenaco, el Ketorolaco y Ia
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Indometacina pueden secuestrar a los osteoblastos en fases GO/G1 del ciclo celular de
una forma dosis-dependiente. Ademas, el hecho que los AINES ejerzan un efecto que
induce la detencion del ciclo celular y muerte de los osteoblastos podria ser un
mecanismo importante que contribuya en el efecto supresor de la formacion de hueso

(Chang et al., 2005).

Los resultados de Chang et al. (Chang et al., 2005) afirman que los AINES
suprimen la proliferacion celular porque afectan a la regulacion del ciclo celular en fase
GO0 y/o G1, lo que conduce a la muerte celular. Ademas sugieren que la muerte celular
que origina el tratamiento con AINES se debe fundamentalmente a mecanismos de
apoptosis mas que a mecanismos de necrosis celular. Junto con todos estos resultados se
sugiere que las dosis terapéuticas de AINES pueden suprimir la formacién y como
consecuencia deteriorar el proceso de remodelado 6seo mediante alteracion del ciclo
celular y la induccion de la muerte de osteoblastos. Seguin estos resultados los efectos de
los antiinflamatorios sobre la citotoxicidad y apoptosis de los osteoblastos puede actuar

a través de caminos totalmente independientes de las prostaglandinas.

Conviene sefialar que los trabajos de Chang y col (Chang et al., 2005) son los
unico encontrados en la bibliografia que estudien el efecto de los antiinflamatorios sobre
el ciclo celular de los osteoblastos; si bien, dichos estudios se realizaron en cultivo

aislados a partir de muestras de tejido 6seo de calvaria de rata.

Si valoramos conjuntamente todos los datos obtenidos en relacion con el efecto
de los antiinflamatorios sobre los osteoblastos humanos, sefalaremos que aunque el
Ibuprofeno, el Paracetamol y la Metilprednisolona enlentecen el proceso de
regeneracion 6sea, al disminuir la proliferacion celular, por lo que deberia utilizarse con
limitacion en situaciones que requieran una rapida cicatrizacion de defectos 6seos, no
hemos observado que se provoque ninguna alteracion en otros parametros fisiologicos
de la célula, ya que no se producen grandes cambios a nivel del ciclo celular y perfil

antigénico de esta poblacion tras su tratamiento con los mismos a dosis terapéuticas.
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VI. CONCLUSIONES



EFECTOS DE DISTINTAS BIOMOLECULAS DE UTILIDAD CLINICA SOBRE CULTIVOS PRIMARIOS DE OSTEOBLASTOS HUMANOS

l.

3.

Los osteoblastos humanos presentan un perfil antigénico propio, donde se
combinan una serie de antigenos constitutivos entre los que se incluye el CD10,
CD44 y la fosfatas alcalina y otros antigenos de expresion débil o variable tales

como CD54, CD80, CD86 y HLA-DR.

El Plasma Rico en Plaquetas aumenta la capacidad proliferativa del osteoblasto e
incrementa la expresion de antigenos implicados en la presentacion antigénica
(CD54, CD80, CD86 y HLA-DR), sin modular la expresion de los antigenos
constitutivos. Estos efectos, unido a que no induce cambios en el ciclo celular
que sugieran transformacion, presentan al PRP como una alternativa clinica de

utilidad para fomentar la regeneracion dsea.

Los antiinflamatorios Ibuprofeno, Paracetamol y Metilprednisolona, a dosis
terapéuticas, disminuyen el crecimiento del osteoblasto sin afectar a otros
parametros celulares como el perfil antigénico o el ciclo celular, por lo que su
uso debe ser valorado e incluso limitado en situaciones clinicas que requieran

una rapida cicatrizacion de defectos 6seos.
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